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GALT Tejido linfoide asociado a la mucosa gastrointestinal  
GDI Genes de interés 
GLT Transcripto de línea germinal 
GM-CSF 
Factor estimulador de la formación de colonias de granulocitos y 
macrófagos 
HNL Hiperplasia nodular linfoide 
HRP Peroxidasa de rábano picante 
I Exón I de línea germinal 
Ig Inmunoglobulina 
IL Interleuquina 
ILC Células linfoides innatas 
LB Linfocito B 
LCTLP Línea celular T obtenida de lámina propia 
LCTSP Línea celular T obtenida de sangre periférica 
Abreviaturas 
 
Karina Eva Canziani  12 
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Resumen 
La alergia a las proteínas de la leche de vaca (ALV) es la alergia alimentaria que se 
presenta con mayor prevalencia en el mundo y en nuestro país, pudiendo afectar hasta 
un 10% de la población pediátrica. En las últimas décadas se han producido cambios en 
la epidemiología de las reacciones alérgicas y, en particular, las alergias alimentarias 
han despertado una especial atención porque constituyen lo que se ha llamado la 
segunda ola epidémica de alergia. Además, se ha agravado la forma en que se 
presentan, reportándose mayor incidencia de anfilaxias causadas por alimentos. Por 
estos motivos, existe un marcado interés en comprender la fisiopatogenia de estos 
desórdenes inflamatorios y el desarrollo de terapias correctivas del defecto 
inmunológico que se produce en estos pacientes. Dado que las reacciones IgE-
dependientes son las más prevalentes y las que originan reacciones anafilácticas, 
resulta crítico comprender las bases moleculares y celulares de la síntesis de la IgE. En 
el presente trabajo de Tesis se decidió abordar el estudio de la asociación entre la ALV 
y el desarrollo de pólipos juveniles (PJ) colorrectales en pacientes pediátricos que 
presentan sangrado rectal al momento del diagnóstico, e investigar la biología de la 
IgE. A partir de la caracterización del infiltrado inflamatorio alérgico que domina el 
estroma de los PJ, en los cuales la frecuencia de células mononucleares y eosinófilos 
está significativamente elevada, estudiamos distintos marcadores de una respuesta 
TH2-dependiente. Encontramos que las citoquinas tipo 2, interleuquina- (IL-) 4, IL-5 e 
IL-13, se encuentran significativamente elevadas en el estroma de los pólipos, como así 
también las alarminas IL-33 y TSLP, mediadores pro-inflamatorios que intervienen en 
las primeras etapas de una reacción alérgica. A partir de la historia clínica y los 
resultados positivos de la serología para IgE de los pacientes con PJ, estudiamos la 
localización y mecanismos de síntesis de la IgE. Encontramos centros germinales 
activos en la lámina propia de los PJ y marcadores biológicos que indican una síntesis 
local de IgE a través de mecanismos de recombinación para cambio de isotipo directo y 
secuencial. Asimismo, encontramos que en centros germinales individuales se 
sintetizan más de un isotipo de inmunoglobulina y que, según un análisis sin distinción 
del isotipo, se emplean genes variables de las familias VH1/7, VH3 y VH5 en la síntesis 
de las regiones variables de las cadenas pesadas. Como control se analizaron en todos 
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los casos biopsias de tejido colónico adyacente a los pólipos, donde no encontramos 
un infiltrado inflamatorio, ni IgE, o citoquinas tipo 2. Por lo tanto, en el estroma de los 
PJ existen centros germinales en los que se sintetiza IgE, donde el nivel de IgE presente 
allí se correlaciona con la concentración de IgE presente en el plasma de cada 
individuo. Estos resultados en su conjunto permitirían alcanzar un mejor conocimiento 
de la regulación de los procesos alérgicos, de la localización y mecanismos de síntesis 
de IgE, y sobre la asociación entre el sangrado rectal, la presencia de pólipos 
colorrectales y la síntesis mucosal de IgE. Por lo tanto, es importante estudiar en 
pacientes con sangrado rectal la presencia de pólipos y la potencial asociación con una 
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El tracto gastrointestinal y el sistema inmune de mucosas 
El tracto gastrointestinal (TGI) es una estructura compleja especializada en 
digerir los alimentos, absorber nutrientes y agua, y eliminar desechos. En particular el 
intestino, que posee un área efectiva de aproximadamente 300 m2 y una longitud de 8 
m en un adulto, representa un importante sitio de entrada de microorganismos y 
antígenos alimentarios. En el lumen intestinal se alojan un elevado número de 
microganismos (bacterias, hongos, parásitos y virus) que forman una comunidad, y 
junto a los metabolitos que producen constituyen la microbiota, la cual tiene un gran 
impacto en la fisiología y fisiopatología del hospedador (Tokuhara et al., 2019). A pesar 
de su complejidad y dinamismo, la homeostasis intestinal es mantenida bajo control 
gracias al sistema inmune de mucosa (SIM), que tiene la capacidad de discernir entre 
microorganismos comensales, patógenos y antígenos inocuos como son algunos 
componentes de la dieta o del medio ambiente. Frente a los antígenos que se deben 
conservar (antígenos de la dieta y microorganismos comensales), el SIM induce 
complejos mecanismos de tolerancia no del todo comprendidos aún, mientras que 
frente a microorganismos patógenos activa, en forma inmediata, potentes y efectivos 
mecanismos de defensa. Funcionalmente, el SIM se divide en 2 compartimentos: sitios 
inductivos (donde se induce e inicia la respuesta inmune) y sitios efectores (donde 
actúan los mecanismos efectores inducidos). Los primeros comprenden principalmente 
el compartimento epitelial y los ganglios linfoides asociados a cada porción del TGI, 
mientras que la lámina propia constituye el sitio efector más extenso.  
Debido a que el TGI está constituído por varios segmentos especializados, y con 
presiones ambientales distintas, el sistema inmune ha adoptado estrategias de 
defensa disímiles dependiendo de la región (Mowat y Agace, 2014). Los componentes 
de la microbiota varían en cantidad y calidad en las distintas secciones del TGI, las 
células del SIM difieren de una sección a otra e inclusive los ganglios asociados a las 
distintas porciones del intestino cumplen funciones diferentes dependiendo de la 
porción que drenen. El intestino delgado es cuatro veces más largo que el grueso y se 
caracteriza por tener criptas alternadas con proyecciones hacia el lumen conocidas 
como vellosidades, las cuales aumentan el área expuesta, favoreciendo la absorción y 
secreción de nutrientes; en contraste, la superficie del colon intercala regiones planas 
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con invaginaciones denominadas criptas de Lieberkühn, donde se lleva a cabo 
principalmente la reabsorción de agua (Figura 1). En las criptas se generan las distintas 
células epiteliales encargadas de recubrir toda la mucosa, con diferentes funciones 
asociadas a la digestión y absorción de nutrientes, e importantes funciones 
inmunológicas. El intestino está recubierto por una monocapa de células epiteliales, las 
cuales en conjunto con la capa de mucus constituyen la principal barrera física-
bioquímica encargada de separar el lumen del medio interno. En el resto de las 
secciones del tracto, el epitelio puede ser múltiple, como es el caso del esófago, y su 
función está principalmente asociada a constituir una barrera física. Si bien la mayoría 
de las células del compartimento epitelial son enterocitos con función de absorción, 
también se pueden encontrar intercaladas células goblet encargadas de producir 
mucus y muestrear antígenos luminales, ubicadas mayormente en el colon; células de 
Paneth que producen péptidos antimicrobianos y colaboran con las células madres 
intestinales en la diferenciación celular y la regeneración tisular, solo presentes en el 
intestino delgado; células en penacho (Tuft cells en inglés), cuya actividad 
quimiosensorial juega un papel clave en la defensa contra helmintos; y células 
neuroendócrinas que juegan un rol central en el control de la secreción y la motilidad 
del TGI, el consumo de comida, los niveles de glucosa postprandial y el metabolismo 
(Allaire et al., 2018; Gassler, 2017; Latorre et al., 2016; Mowat y Agace, 2014). El 
epitelio intestinal también contiene numerosos linfocitos denominados linfocitos 
intraepiteliales, los cuales se encuentran intercalados entre células epiteliales 
adyacentes; estos cumplen importantes funciones en la mantención y protección de la 
barrera epitelial, como así también se han visto implicados en la regulación y el 
mantenimiento de la homeostasis (Ahluwalia et al., 2017). 
El epitelio intestinal es renovado cada 4 o 5 días e involucra una rápida y 
continua proliferación de células madres multipotentes en la base de las criptas, con 
una subsecuente migración de estas células a lo largo del eje cripta-vellosidad (Umar, 
2010). Como ya se mencionó, el tejido epitelial se encuentra recubierto por una  capa 
de mucus, que varía en cada sección del intestino, siendo el más complejo el 
encontrado en el colon, lugar donde existe la mayor diversidad de microorganismos. 
Está compuesto por distintas glicoproteínas de mucina, las cuales forman una capa de 
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densidad variable que impiden el contacto de los microorganismos con la cara apical 
de las céulas epiteliales. Además de funcionar como barrera física, estos hidratos de 
carbono tienen la capacidad de interactuar con la IgA que se produce y se secreta en el 
SIM, reteniéndola en su interior. Esto determina que si una moléula de IgA reconoce y 
une un microorganismo, se prevenga el contacto con el compartimento epitelial. 
Particularmente en el colon, el mucus está compuesto por dos partes: una interna, 
densa, que está unida al epitelio y donde normalmente no penetran los 
microorganismos, y otra externa, laxa, que es similar a la encontrada en el intestino 
delgado y que es permanentemente removida y eliminada con la materia fecal (Mowat 
y Agace, 2014). La abundante producción de mucus, necesaria para mantener esta 
estructura, determina que la función de las células goblet sea muy intensa en el colon.  
Figura 1. Representación gráfica de la histología de la mucosa intestinal y 
el sistema inmune asociado.  
Distribución de las principales células presentes en la mucosa del intestino 
delgado y grueso. Figura adaptada de Mowat y Agace, 2014 y Allaire et al., 
2018. 
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Las células epiteliales también juegan un importante rol muestreando antígenos 
(Ag), un proceso íntimamente relacionado con la inducción de mecanismos de 
activación inmunológica o de tolerancia. La mayoría de las macromoléculas ingeridas 
alcanzan la circulación ya degradadas (pasaje intracelular), pero una pequeña parte lo 
hace en estado nativo dado que ingresan en forma paracelular. Aunque esto ocurre 
con una baja frecuencia (solo el 1-10% de las proteínas totales), si lo extendemos a los 
300 m2 de intestino podemos comprender que es el principal mecanismo de absorción 
de proteínas nativas, que luego pasan a circulación (Snoeck et al., 2005). Sin embargo, 
existen otras formas de muestreo de Ags que están principalmente vinculadas al SIM: 
- Mecanismos mediados por células M: estas células se encuentran 
exclusivamente en los sitios inductivos del intestino delgado y grueso, básicamente en 
los folículos linfoides, y conforman lo que se denomina epitelio asociado al folículo. Las 
células M tienen la capacidad de traslocar Ags sin procesarlos y presentarlos a las 
células del sistema inmune subyacente, principalmente células presentadoras de 
antígenos (CPA) tales como linfocitos B (LB), macrófagos y células dendríticas (CD), las 
cuales se alojan en la invaginación que presenta la célula M en su cara basal. 
- Mecanismos asociados a macrófagos: existen en el intestino poblaciones de 
macrófagos especializadas en protruir parte de su citoplasma entre las células 
epiteliales y muestrear los Ags que se encuentran en el lumen intestinal. Este 
mecanismo está altamente regulado, principalmente por la fractaltina (quimioquina 
producida por las células epiteliales), y el receptor de fractaltina (se expresa solo en la 
porción de la membrana que formará la dendrita que protruirá), y, por lo tanto, no 
altera la integridad física de la barrera epitelial. Los Ags captados luego serán 
traslocados a las CD alojadas en la lámina propia (expresan el marcador CD103), 
encargadas de migrar a los ganglios linfoides mesentéricos (MLN) para iniciar la 
activación de los linfocitos T (Shakhar y Kolesnikov, 2014). Este mecanismo está 
principalmente involucrado en la inducción de tolerancia frente a microorganismos 
comensales y Ags luminales. 
La capa de tejido conectivo que se encuentra por debajo del epitelio se 
denomina lámina propia. Su función principal es actuar como sitio efector de la 
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respuesta inmune previniendo la entrada y propagación de agentes patógenos a través 
de la mucosa intestinal y la destrucción de los mismos en caso de invasión. Es por esto 
que allí se encuentran la mayor parte de las células del sistema inmune intestinal: 
células de la inmunidad innata que incluyen CD, macrófagos, mastocitos, eosinófilos y 
células linfoides innatas (ILC, por su sigla en inglés de Innate lymphoid cells); y células 
de la inmunidad adaptativa tales como linfocitos T CD4 o CD8, células B en su mayoría 
diferenciadas a células plasmáticas productoras de IgA y células regulatorias. Cabe 
destacar que el intestino es el lugar de residencia del 70-80% de los linfocitos del 
organismo. El ingreso y egreso de las células del sistema inmune hacia el interior o 
exterior de la lámina propia se realiza a través de los numerosos vasos sanguíneos y 
linfáticos que alcanzan la mucosa, los cuales a su vez permiten la comunicación con 
otros sitios inductivos y efectores, manteniendo así la inmunidad local y sistémica 
(Ahluwalia et al., 2017). La Figura 2 resume las variaciones de los principales 
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Figura 2. Variación del sistema inmune a lo largo del tracto intestinal.  
La figura destaca la especialización regional indicando cómo el 
contenido antigénico (gráficos verdes), el tejido linfoide asociado al 
intestino (gráficos rojos) y varias poblaciones de leucocitos (gráficos 
violetas) cambian de frecuencia a lo largo del tracto intestinal. Figura 
adaptada de Mowat y Agace, 2014 
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En el intestino delgado, el tejido linfoide asociado a la mucosa gastrointestinal 
(GALT, por su sigla en inglés de gut associated lymphoid tissue) está formado por 
folículos linfoides, Placas de Peyer (conjunto de folículos linfoides, concentrados 
principalmente en la porción terminal del íleon), MLN y la lámina propia, mientras que 
en el intestino grueso los sitios inductivos están conformados por parches colónicos 
(equivalentes a las Placas de Peyer), tejidos linfoides aislados solitarios o SILT (por su 
sigla en inglés de solitary isolated lymphoid tissue) y los MLN colónicos. En este caso la 
lámina propia solo constituye el sitio efector (Baptista et al., 2013; Mowat y Agace, 
2014) (Figura 3).  
 
En los folículos linfoides se inicia la respuesta inmune con los Ags que llegan 
principalmente a través de las células M o de las células epiteliales. Por debajo de estas 
zonas, en la región en cúpula o área dome, se alojan las CPAs encargadas de dar origen 
a los centros germinales en la mucosa o de migrar a los ganglios regionales para iniciar 
la activación de linfocitos en un mecanismo de producción de anticuerpos T-
Figura 3. Descripción general de la histología de las placas de Peyer/placas 
colónicas y el SILT. 
Las placas de Peyer son folículos linfoides estructurados, que contienen 
varios centros germinales dominados por células B y distintas áreas de 
células T y B. Por el contrario, los SILT maduros contienen un solo folículo de 
células B o centro germinal sin un área T definida. 
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dependiente que requiere la activación y colaboración de los linfocitos B y T. En estos 
casos se forma una estructura linfoide con un área T (aloja linfocitos T y CD) y el área B 
que contiene al centro germinal (CG) y es donde se encuentran principalmente 
linfocitos B acompañados de linfocitos T foliculares y CD foliculares. Estas estructuras 
linfoides son la principal fuente de plasmablastos IgA+ en el intestino delgado y grueso, 
donde los linfocitos B son las principales CPA que reconocen el Ag en el dome y migran 
al área B y T para generar o mantener los centros germinales (Buettner y Lochner, 
2016; Knoop y Newberry, 2012; Masahata et al., 2014). La frecuencia de SILTs en el 
colon se triplica a medida que uno baja del colon ascendente al colon recto-sigmoideo 
dado que aquí se concentra la mayor carga microbiana y por lo tanto se requiere una 
mayor frecuencia de estructuras inductivas para poder sostener la homeostasis 
intestinal y evitar la inflamación en respuesta a la presencia de microorganismos 
procarióticos (Mowat y Agace, 2014).  
En el intestino existe una intensa actividad inmunológica, y esto es consecuencia 
de la alta y permanente carga antigénica a la que se encuentra expuesto. Como hemos 
mencionado, en el intestino delgado se produce principalmente la absorción de 
nutrientes por lo cual se sostiene que la respuesta inmune específica en esta sección 
del TGI está dirigida contra estos Ags, y es básicamente de tolerancia para preservar la 
integridad de los mismos. En el intestino grueso se produce la absorción de agua y aquí 
se encuentra la mayor presencia de componentes de la microbiota. Por lo tanto, en 
esta porción del TGI la activación del SIM está fuertemente asociada a estos 
microorganismos, pero no podemos descartar que también exista especificidad hacia 
otros componentes del lumen intestinal, como proteínas e hidratos de carbono. Por 
otro lado, se sabe que las células que se inducen y activan en el SIM tienen una 
elevada movilidad, no solo entre los sitios inductivos y efectores, sino también entre 
diferentes mucosas (Bergqvist et al., 2013). Es decir que un linfocito B que se genera 
en un folículo linfoide del intestino delgado, puede también encontrarse en un folículo 
linfoide del intestino grueso; o una célula efectora (linfocito B o T) que se genera en el 
intestino delgado puede migrar al tracto respiratorio, el tracto genito-urinario o la piel. 
Esta característica es un rasgo evolutivo del SIM que determina que las demás 
mucosas estén protegidas frente a una posterior exposición al microorganismo 
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patógeno. Por lo tanto, el SIM es un sistema muy complejo y altamente regulado, que 
en situación fisiológica se caracteriza por una elevada frecuencia de células inmunes en 
el tejido y una activa generación de mecanismos de tolerancia, evitando así la 
inducción de procesos inflamatorios frente a la presencia de Ags inócuos. Por el 
contrario, frente a la presencia de un patógeno predominará la activación 
inmunológica, donde las células que se induzcan dependerán de las características del 
Ag que inicia la respuesta. Esto se refleja a nivel de la mucosa donde se generó la 
respuesta, pero también en otras mucosas e inclusive a nivel sistémico. 
 
Generalidades de las alergias alimentarias 
Como mencionamos anteriormente, el SIM es capaz de discernir Ags de la dieta y 
la microbiota de los Ags provenientes de patógenos, y, en consecuencia, generar 
diferentes mecanismos de activación inmunológica. Frente a los primeros, se 
desarrollan diferentes mecanismos de tolerancia, que en su conjunto se denominan 
tolerancia oral. Fallas en estos mecanismos se consideran centrales en la instauración 
de las reacciones de hipersensibilidad a los Ags de los alimentos, también conocidas 
como alergias alimentarias. Es importante resaltar que un alimento puede 
desencadenar una intolerancia alimentaria, en la que no participa el sistema inmune, o 
una alergia, en el que el sistema inmune tiene un rol patogénico. Dentro de las alergias, 
éstas pueden estar mediadas por IgE o por mecanismos IgE-independientes. Las 
primeras son los más importantes ya que son las responsables de mediar las 
reacciones alérgicas más severas, tales como las respuestas anafiláticas. Una alergia 
alimentaria es una reacción inflamatoria que se induce por la exposición a alimentos 
en el TGI y la piel, pudiendo involucrar también el tracto respiratorio. En consecuencia, 
los síntomas con que puede manifestarse son muy variados y van desde leves (picazón, 
cólicos, etc.) hasta severos (diarrea, eccema, etc.) con la posibilidad de poner en riesgo 
la vida del paciente (anafilaxia), y pueden afectar un único tejido o mucosa (síntomas 
localizados) o múltiples órganos (sistémicos) como es el caso de la anafilaxia (Berin y 
Sampson, 2013).  
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Las reacciones alérgicas IgE-mediadas son las que nos interesan en este estudio. 
Estos mecanismos se manifiestan a los minutos u horas luego de la exposición al 
alimento y son los que más profundamente se han caracterizado desde el punto de 
vista molecular y celular. Constituyen más del 60 % de las alergias alimentarias, siendo 
los signos clínicos más frecuentes diarrea, urticaria, eczema, asma, rinitis, distensión 
abdominal, el síndrome de alergia oral con manifestaciones peri-orales, esofagitis, 
anafilaxia, etc. (Flom y Sicherer, 2019; Sicherer y Sampson, 2018). Las respuestas no 
mediadas por IgE muestran una presentación clínica tardía, manifestándose entre 
horas a días luego de la exposición a los alérgenos. El mecanismo exacto que se 
desarrolla durante este tipo de respuesta alérgica es desconocido; no obstante, la 
mayoría de los estudios sugieren una fisiopatología mediada por células T específicas a 
Ags de la dieta, o por eosinófilos. Las entidades clínicas más frecuentes dentro este 
tipo de respuestas son dermatitis de contacto, enteropatía y proctitis/proctocolitis 
inducida por proteínas alimentarias, síndrome de enterocolitis inducida por proteínas 
alimentarias y síndrome de Heiner (Anvari et al., 2019; Spergel, 2006). Las alergias 
alimentarias mixtas o mediadas por células inmunes e IgE suelen presentarse como 
dermatitis atópica, gastroenteritis o enteritis eosinofílicas. En general, el mecanismo 
incluye la producción de anticuerpos IgE específicos del alérgeno alimentario y la 
participación de células en la instauración del proceso inflamatorio (Anvari et al., 2019).  
En las últimas décadas se han producido cambios en la epidemiología de las 
reacciones alérgicas o atópicas y, en particular, las alergias alimentarias han 
despertado una especial atención porque constituyen lo que se ha llamado la segunda 
ola epidémica de alergia. En 2008, el Comité Especial sobre Alergia Alimentaria de la 
Organización Mundial sobre Alergia (WAO) identificó a la ALV como un área en la que 
se debe prestar especial atención dado que se ha transformado en un problema 
sanitario importante en el mundo. En este contexto, se crearon las Pautas de Acción 
para el Diagnóstico y Fundamento Racional Contra la Alergia a la Leche de Vaca 
(DRACMA) de la WAO (Fiocchi et al., 2010). Este documento o Position Paper provee a 
médicos relacionados con esta patología (alergistas, pediatras, dermatólogos, etc.) 
herramientas de manejo para enfrentar la ALV desde el momento en que se sospecha 
hasta el tratamiento a aplicar.  
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Prevalencia 
Existe una extensa bibliografía que refleja un marcado incremento de la 
incidencia de las alergias alimentarias en las últimas décadas. Sin embargo, son pocos 
los estudios y los países en los que se han realizado estudios epidemiológicos 
completos. Esto se debe principalmente a que la percepción de las alergias 
alimentarias es mucho más frecuente que la alergia confirmada. Esto ha determinado 
que existan reportes indicando datos que oscilan entre el 1 y 17,5%, 1 y 13,5%, y 1 a 
4% en niños en edad preescolar, niños de 5 a 16 años y adultos respectivamente. Los 
datos más confiables en epidemiología son aquellos que surgen de trabajos en los que 
se emplea una prueba confirmatoria de alergia alimentaria, siendo la elegida por 
excelencia el desafío oral doble ciego con placebo supervisado por profesionales 
especializados. Sin embargo, esta práctica es empleada en un número reducido de 
países y principalmente se aplica en ensayos clínicos más que en la práctica rutinaria 
debido a los costos, tiempo insumido y dificultades técnicas que implican su 
implementación. Por lo tanto, la prevalencia de la alergia alimentaria autoinformada 
resulta ser más elevada que la confirmada por desafíos orales, generando un sobre-
diagnóstico y datos elevados de prevalencia (Sicherer y Sampson, 2018). Los escasos 
trabajos que han informado datos confirmados de prevalencia de las alergias 
alimentarias sugieren que la incidencia ha aumentado en la última década, llegando a 
afectar al 5% de la población adulta y hasta el 10% de los niños de países occidentales, 
con síntomas gastrointestinales en el 32-60% de los pacientes, síntomas cutáneos en el 
5-90% y anafilaxia en el 0,8-9% de los casos (Loh y Tang, 2018). Estas cifras traducidas 
en número de pacientes indican que alrededor de 11–26 millones de personas de la 
población europea sufren de alergia alimentaria (Nowak-Węgrzyn y Sampson, 2011), y 
si esto se extiende a la población mundial la proyección sería de 200–500 millones de 
individuos (World Health Statistics, 2009), lo cual, como mencionamos anteriormente, 
representa un problema sanitario global de gran importancia y preocupación para los 
sistemas de Salud. El rápido aumento en la prevalencia en regiones industrializadas 
sugiere una importante contribución de factores ambientales, incluidos los efectos 
epigenéticos, dado que la base genética de la población no se ha modificado en este 
lapso de tiempo (Berin ySampson, 2013). 
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En términos generales, más allá de la importancia de la constitución genética del 
individuo y sus hábitos dietarios, es importante tener en cuenta que cualquier Ag 
puede ser potencialmente alergénico, siempre y cuando tenga propiedades 
inmunogénicas y antigénicas. En la actualidad se han identificado alrededor de 170 
alimentos como alergénicos, sin embargo, solo un pequeño número de estos son 
responsables de la mayoría de las reacciones alérgicas: leche de vaca, huevo, maní, 
frutos secos, soja, trigo, pescado y mariscos, también denominados como “Grupo de 
los ocho”. Esto puede deberse a las características de los alérgenos, reactividad 
cruzada entre ellos y con otros alérgenos, hábitos dietarios o frecuencia de exposición, 
edad de exposición, etc. (Patel y Volcheck, 2015). Los tipos de alimentos responsables 
de causar reacciones alérgicas también difieren según el grupo etario. La ALV es una de 
las reacciones adversas más común entre los niños pequeños afectando hasta un 2% 
de ellos dependiendo el país (confirmadas por desafío oral), con un pico de prevalencia 
a los 1-5 años. Estudios realizados en EE. UU. muestran que el 5,7% de la población 
pediátrica presenta sensibilización a proteínas de leche de vaca (PLV), alcanzando a un 
22% de niños de entre 1 a 5 años, no obstante, solo el 1.8% fue confirmado por desafío 
oral (Flom y Sicherer, 2019). La leche de vaca también ha sido implicada como causa de 
reacciones graves en varios estudios, incluido el Registro Europeo de Anafilaxia, en el 
que la misma fue identificada como una causa importante de reacciones graves en 
pacientes menores de 6 años (Grabenhenrich et al., 2016). Inclusive, trabajos 
realizados en los EE. UU. y Australia indican que en las últimas dos décadas ha habido 
un marcado aumento en las hospitalizaciones debido a reacciones anafilácticas 
desencadenadas por alimentos, con un aumento de 5,5 veces en niños de entre 0 a 4 
años y en dónde la leche causó el 8% de las reacciones severas (Liew et al., 2009; 
Sampson, 2016). Estos hallazgos han llevado a definir a partir del 2000 una segunda ola 
de epidemia de alergias, principalmente causada por alergias alimentarias (Peters et 
al., 2017; Prescott y Allen, 2011). La primera ola epidémica de alergias se inició hace 
aproximadamente 50 años y alcanzó el pico en los 2000. Fue principalmente causada 
por aeroalérgenos que provocaron enfermedades respiratorias (asma y rinitis alérgica) 
en determinados países industrializados o con hábitos de vida Occidental, donde 
afectó casi el 50% de la población (Asher et al., 2006; Robertson et al., 2004). A partir 
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de ese momento las alergias alimentarias comenzaron a hacerse más evidentes en 
esos mismos países (Australia, EE. UU. e Inglaterra) y aparentemente en el 2010 
alcanzó el pico de incidencia. Muchos de estos pacientes afectados con alergias 
alimentarias eran los hijos de los pacientes afectados en la primera ola de epidemia de 
alergias. En países en desarrollo, incluyendo Argentina, la tendencia parece ser la 
misma, y actualmente se está observando un aparente incremento en las alergias 
alimentarias (Prescott et al., 2013; Trakultivakorn et al., 2007; Zar et al., 2007). 
 
Mecanismos inmunológicos 
La sensibilización a los Ags alimentarios puede tener lugar en el tracto 
gastrointestinal, la cavidad oral, la piel y ocasionalmente en el tracto respiratorio por 
reactividad cruzada con aeroalérgenos, es decir, en las mucosas por donde se produce 
su ingreso al organismo (Chinthrajah et al., 2016; Valenta et al., 2015). Sin embargo, 
los eventos que conducen a las fallas en el desarrollo de la tolerancia oral, generan la 
sensibilización alérgica y el desarrollo de una alergia alimentaria con el tiempo son 
pocos conocidos. Hay una creciente evidencia en pacientes de corta edad que sugiere 
que el sitio principal de sensibilización a los alimentos se produce en la piel , y que 
fallas en la tolerancia a nivel del intestino son los responsables de generar la 
sensibilización a los Ags alimentarios. Durante mucho tiempo se ha considerado que el 
eccema es un factor de riesgo importante para las alergias alimentarias (Martin et al., 
2015). Las mutaciones en filagrina, una proteína esencial para mantener la barrera 
cutánea, se ha asociado con un mayor riesgo de dermatitis atópica y con alergia 
alimentaria (Tordesillas et al., 2017; Venkataraman et al., 2014). Trabajos en modelos 
animales y en pacientes con dermatitis atópica y ALV donde identificaron células T 
específicas al alérgeno que expresan CLA, quimioquina que direcciona a los linfocitos T 
a la piel (Abernathy-Carver et al., 1995), han demostrado que la sensibilización 
epicutanea induce un incremento en la frecuencia de mastocitos intestinales y 
reacciones alérgicas inducidas por alimentos (Noti et al., 2014). Los mecanismos 
subyacentes en esta doble regulación no son del todo claros, pero sólidas evidencias 
indican que la alteración de la barrera cutánea juega un rol fisiopatogénico importante. 
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Es probable que las CD en la piel secreten ácido retinoico, que induce a las células T 
específicas de alérgenos a expresar marcadores de direccionamiento intestinal a 
medida que se diferencian (Hammerschmidt et al., 2011). La imposibilidad de biopsiar 
el intestino de los pacientes con alergia alimentaria, ha impedido obtener información 
sobre el SIM en estos pacientes, lo cual restringe ostensiblemente el conocimiento de 
su inmunopatogenia. 
Otros factores importantes que inciden sobre el tipo de reacción que se 
producirá en un individuo expuesto a un alimento son las características de los 
alérgenos alimentarios (existencia de enlaces disulfuro, la resistencia a la proteólisis 
enzimática o la degradación térmica, la actividad biológica funcional, la glicosilación, su 
secuencia aminoacídica, etc.), los componentes no alergénicos y/o los componentes 
con propiedades adyuvantes presentes en el alimento. Las proteínas y péptidos que 
resisten la desnaturalización y la digestión en el intestino son más proclives a alcanzar 
la barrera epitelial, traspasarla por los diferentes mecanismos antes descriptos y luego 
activar las células inmunes (Ménard et al., 2010; Niess et al., 2005). En este contexto, 
las células epiteliales intestinales tienen un rol importante por su capacidad de 
presentar Ag directamente a los linfocitos T del compartimento epitelial (LT CD8+) y de 
la lámina propia intestinal (LT CD4+), a través de las moléculas de MHC clase I y II 
expresadas en la superficie basolateral (Hershberg et al., 1998; Wosen et al., 2018). Sin 
embargo, los trabajos que han demostrado este mecanismo in vivo son muy limitados 
y está en duda la posibilidad que esto ocurra. Por lo tanto, no se conoce exactamente 
el rol que juegan las células epiteliales en la inducción de los mecanismos de tolerancia 
oral vs sensibilización alérgica, aunque no hay dudas sobre sus funciones como células 
barrera y en el condicionamiento del sistema inmune subyacente. Patologías en la que 
este compartimento se ve alterado, como en la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, 
la hiperactivación del sistema inmune frente a componentes de la microbiota genera 
un estado inflamatorio crónico que termina dañando severamente la integridad de la 
pared intestinal. 
El fenotipo de los linfocitos T que se desarrollen dependerá de la expresión de 
moléculas co-estimulatorias en la CPA y, en consecuencia, la generación de 
mecanismos de tolerancia vs activación inmunológica. Por lo tanto, es crucial 
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comprender cómo los Ags del lumen intestinal atraviesan la barrea epitelial y cómo se 
produce la activación linfocitaria. No se sabe si la activación y diferenciación de los 
linfocitos se produce únicamente en los MLN o en los sitios inductivos mucosales, o si 
se incia en los tejidos periféricos mucosales y luego culmina en los ganglios regionales. 
En homeostasis, el mecanismo descripto de inducción de los linfocitos T regulatorios 
(Treg) contempla la participación de las CD CD103+ migratorias de la lámina propia, y 
los macrófagos residentes en la lámina propia. Estas últimas muestrean los Ags del 
lumen intestinal para luego trastocarlos a las CD CD103+, las que migran a los ganglios 
regionales, y en el área T inducen los Treg (Pabst y Mowat, 2012; Shakhar y Kolesnikov, 
2014). Este circuito es altamente dependiente del ácido retinoico que se obtiene por 
metabolismo de la Vitamina A (Povoleri et al., 2018). Con respecto a las otras formas 
en las que un Ag de la dieta puede atravesar la barrera epitelial e inducir mecanismos 
de tolerancia, poco es lo que sabemos.  
En pacientes con alergia alimentaria, o con otros desórdenes inflamatorios 
intestinales, es probable que los mecanismos de tolerancia estén alterados como 
consecuencia del aumento en la permeabilidad intestinal, y por lo tanto el control del 
pasaje de Ags y activación inmunológica difiera con respecto a los puestos en juego en 
homeostasis, alterando el balance de poblaciones celulares regulatorias y efectoras 
(Perrier y Corthésy, 2011; Ventura et al., 2006). Inclusive, se ha demostrado que la IgE 
puede mediar la absorción de Ags a través del receptor de IgE de baja afinidad, CD23, 
en las células epiteliales (Yu, 2009); mecanismo que también ha sido demostrado en 
intestino humano (Tu y Perdue, 2006). Aunque es sabido que en pacientes con alergia 
alimentaria existen linfocitos TH2 específicos de Ags dietarios tanto en circulación 
como en la mucosa intestinal, y el microentorno tisular muestre un predominio de 
citoquinas tipo 2, poco es lo que se sabe sobre la producción local de IgE y sobre los 
mecanismos de inducción de los linfocitos TH2. 
Recientemente se ha descripto que las células epiteliales de diferentes mucosas 
(intestino, piel y vías respiratorias) producen moléculas en respuesta a alteraciones de 
la barrera epitelial, que en conjunto se llamaron alarminas, tales como TSLP (por su 
sigla en inglés de Thymic Stromal Lymphopoietin), IL-25 y/o IL-33. Inclusive, se ha 
caracterizado un nuevo tipo de célula epitelial en las mucosas denominado células en 
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penacho, que son la fuente de IL-25. Estas alarminas, una vez liberadas al medio 
extracelular, se unen a receptores celulares presentes en células ILC, mastocitos, 
basófilos, linfocitos B y T, y CD, e inducen (directa o indirectamente) la diferenciación 
de los linfocitos T a TH2 (Hammad y Lambrecht, 2015) (Figura 4). Se ha demostrado 
que TSLP e IL-33 inducen la expresión de OX40L en CD CD103+ intestinales resultando 
en la diferenciación de células TH2 específicas de Ag a partir de linfocitos T CD4+ 
vírgenes en los MLN (Ito et al., 2005). Por otro lado, las células que más recientemente 
se han descripto con un rol fundamental en las primeras etapas de la generación de los 
mecanismos que median las reacciones alérgicas son las ILC de tipo 2 o ILC2. Las ILC 
son células que responden a cambios en el entorno tisular en el cual se encuentran; 
principalmente se localizan en mucosas y en baja frecuencia. Se ha demostrado que las 
alarminas inducen la secreción de cantidades muy elevadas de citoquinas pro-
inflamatorias en estas células. Sin embargo, no está claro si las alarminas también 
promueven la proliferación y expansión de las ILC. Dependiendo del proceso 
inflamatorio que se haya inducido en la mucosa, y de las citoquinas que secreten las 
ILC se clasifican en tipo 1, 2 o 3. En particular, las ILC2 son las que se ha demostrado 
que responden a TSLP, IL-25 e IL-33 y secretan IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (citoquinas tipo 2 o 
TH2), las cuales intervienen en la diferenciación de los linfocitos T a TH2. Asimismo, 
algunos trabajos reportan que las ILC tienen capacidad de activar a los linfocitos T, 
dado que expresan las señales de activación 1, 2 y 3 y tienen capacidad de migrar a los 
ganglios linfoides (Klose y Artis, 2016; Mirchandani et al., 2014). Las ILC2, al constituir 
una importante fuente de citoquinas TH2, se han transformado en células de la 
inmunidad innata relevantes en los estadíos iniciales de la respuesta inflamatoria, y de 
la activación de la inmunidad adaptativa. En modelos murinos de alergia experimental 
se ha demostrado que estas células responden a la IL-33 producida por las células 
epiteliales, a través del receptor ST2, produciendo grandes cantidades de IL-4, la cual, 
a su vez, suprime la generación de células Treg en el intestino delgado (Noval Rivas et 
al., 2016). Por lo tanto, estas células también participarían en los circuitos de 
generación y modulación de los Treg. Aunque en humanos no se ha demostrado que 
las células epiteliales del intestino produzcan IL-33 en respuesta a alérgenos 
alimentarios, en este trabajo de Tesis hemos hallado que los colonocitos de pacientes 
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con alergia alimentaria expresan IL-33. Además de los efectos descriptos de la IL-33 
sobre la inducción de células TH2, esta alarmina contribuye a las reacciones agudas 
(anafilaxia), dado que los mastocitos expresan ST2, y la señalización intracelular 
inducida sinergiza con la generada por entrecruzamiento de la IgE en la activación de 
estas células (Galand et al., 2016). Existen al menos dos variantes ST2: una versión 
transmenbrana presente en la membrana plasmática y que media su acción celular 
(ST2L), y una isoforma soluble que actúa como un regulador negativo de la producción 
de citoquinas TH2, dado que secuestra en fase soluble a la IL-33 (ST2s). Se ha reportado 
que la secreción de la proteína ST2s está fuertemente asociada con la inflamación, 
probablemente como un mecanismo compensatorio para suprimir el efecto pro-
inflamatorio de la IL-33. En el contexto clínico, se demostró que los niveles de ST2s 
aumentan en pacientes con infección por el virus del dengue, sepsis, trauma, alergia 
alimentaria, asma y colitis ulcerosa, entre otras (García-Miguel et al., 2013; Mildner et 
al., 2010). Inclusive, se han descripto polimorfismos en los genes que codifican IL-33 y 
ST2 en pacientes alérgicos lo cual sugiere que estos componentes tendrían un rol 
fisiopatogénico (Grotenboer et al., 2013). 
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Por lo tanto, el entorno inflamatorio del tejido mucosal periférico condiciona la 
diferenciación y maduración de las CD, éstas captan el Ag que ingresa a la mucosa y 
migran a los MLN. Aquí interactúan con los LT en el área T y los LB en el área B, y 
promueven la inducción de los linfocitos TH2. Posteriormente, éstos migran hacia la 
lámina propia de la mucosa en la cual se originaron, o de la cual las CD transportaron el 
Ag, y allí luego de re-activarse con el Ag específico (a través de una célula dendrítica o 
macrófago), secretan citoquinas pro-inflamatorias tipo 2: IL-4, IL-5 e IL-13. De esta 
manera, contribuyen y perpetúan el foco inflamatorio ya inducido por las ILC2, y esto 
genera un proceso inflamatorio crónico. Aquí la IL-5 junto con el factor estimulador de 
Figura 4. Respuesta inflamatoria mediada por células TH2 a un alérgeno 
alimentario en el intestino humano.  
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la formación de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF, por su sigla en inglés 
de Granulocyte Macrophage colony-stimulating factor) producido por linfocitos T, 
mastocitos, células endoteliales y fibroblastos, estimulan la maduración y liberación de 
los eosinófilos y basófilos en la médula ósea (Loktionov, 2019); luego estas células 
migran al foco inflamatorio atraídas por diferentes quimioquinas. Entre éstas, las más 
importantes son CCL-11 o eotaxina-1 en homeostasis (Marichal et al., 2017) y CCL26 o 
eotaxina-3, y CCL5 o RANTES (por su sigla en inglés de regulated upon activation 
normal T cell expressed and secreted), en una inflamación alérgica (Koya et al., 2006). 
Asimismo, se ha descripto en pacientes alérgicos un polimorfismo en CCL26 (Travers y 
Rothenberg, 2015). Por otro lado, la IL-4 producida por los linfocitos TH2 e ILC2, 
promueve la recombinación en el cambio de isotipo de los linfocitos B en los folículos 
linfoides y centros germinales, para producir la IgE. La IL-13 también es importante en 
el cambio de isotipo por LB e inducción de la cadena ε. Por lo tanto, IL-4 e IL-13 son 
relevantes en la inducción de IgE y en la sensibilización alérgica, y su producción en un 
tejido mucosal determina la síntesis local de este isotipo y la consiguiente 
sensibilización mucosal de los eosinófilos, mastocitos y basófilos.  
Es ampliamente conocido que la unión de las IgE a los receptores de alta afinidad 
genera, por entrecruzamiento de las mismas por los Ags, la activación celular y la 
secreción inmediata de los componentes pro-inflamatorios que se encuentran pre-
formados en los gránulos citosólicos. Al mismo tiempo se induce la síntesis de otros 
mediadores pro-inflamatorios (principalmente prostaglandinas y leucotrienos) que 
actuarán a tiempos más prolongados (horas o días de iniciado el foco infamatorio) para 
mantener el proceso inflamatorio en el tiempo. Pero, además, los eosinófilos 
presentan receptores de IgE de baja afinidad (FcεRII/CD23) en su superficie, y su unión 
a la IgE permite que al ser entrecruzada por el Ag se genere una señal intracelular 
incrementando la expresión de integrinas que median su migración al tejido inflamado 
y aumenta, al mismo tiempo, la vida media de estas células. Asimismo, la unión de IgE 
al receptor de alta afinidad FcεRI en CD o a FcεRII en LB amplifica la respuesta alérgica, 
dado que permite captar el Ag en forma específica por estas CPA, y de esta manera 
activan LT que luego colaborarán con los LB para la síntesis y secreción de IgE (Matucci 
et al., 2018). Por lo tanto, el estudio de estos elementos moleculares y celulares en una 
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mucosa de un paciente con alergia alimentaria es importante al momento de avanzar 
en el conocimiento de la inmunopatogenia de esta patología. 
En las reacciones alérgicas se sintetiza y secreta IgE en cantidades exacerbadas; 
existen elevadas concentraciones de citoquinas tipo 2; los mastocitos, basófilos y 
eosinófilos se encuentran aumentados y sensibilizados con IgE; no obstante, poco se 
sabe sobre la biología de la IgE. En humanos, es muy restringida la información que 
contamos sobre la localización y mecanismos de su síntesis en alergia alimentaria dado 
que no es posible biopsiar a estos pacientes. Aunque los LB de memoria IgE+ y las 
células plasmáticas productoras de IgE de larga vida han sido observadas en sangre 
periférica de pacientes asmáticos, su existencia sigue siendo motivo de controversia 
(Heeringa et al., 2018). La principal causa de esta falta de conocimiento es que en 
sangre periférica la frecuencia de linfocitos B que expresan IgE es muy reducida, como 
así también los linfocitos T específicos del alérgeno (1 LT específico en 104-106 LT 
totales). La frecuencia en sangre periférica de LB IgE+ con respecto a LB IgG+ es 
1:10.000, mientras que la de células plasmáticas específicas con respecto a la totalidad 
de las células sanguíneas es de 1:10.0000, y las células plasmáticas que producen IgE 
específica de un determinado alérgeno se encuentran en un 0.3% de las células 
plasmáticas totales en un paciente atópico. Esto significa que en circulación la 
frecuencia de células productoras de IgE es extremadamente baja para poder 
abastecer la síntesis de la totalidad de la IgE en individuos atópicos, y por lo tanto se 
sostiene que la producción de esta inmunoglobulina no se da en circulación sino en 
tejidos periféricos o en médula ósea. Asimismo, los niveles de IgE son muy reducidos 
en circulación dado que principalmente se une a los receptores de alta afinidad y tiene 
una vida media es 2-3 días (Saunders et al., 2019). Esto implica que para mantener los 
niveles de IgE es necesaria una producción constante. La información que disponemos 
sobre los sitios de producción de IgE es extremadamente escasa, ya que muy pocos 
trabajos han investigado este aspecto.  
Los tratamientos en pacientes atópicos que modulan la síntesis de IgE o 
bloquean su acción, dupilumab o anti-RIL-4α y omalizumab o anti-IgE, 
respectivamente, han mostrado una elevada eficacia terapéutica (Stokes, 2017). Esto 
confirma la importancia de obtener conocimiento sobre los mecanismos que median la 
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síntesis de IgE, para diseñar o desarrollar mejores terapias que corrijan el defecto 
inmunológico en estos pacientes evitando así tratamientos costosos. En secciones 
posteriores retomaremos este punto. 
 
Cambio de isotipo en linfocitos B de la mucosa intestinal 
En condiciones homeostáticas, la mayoría de las células plasmáticas secretoras 
de anticuerpos en el intestino expresan IgA, representando el 90% de las células 
plasmáticas del colon. Las células plasmáticas que expresan IgG constituyen el 3-4% en 
el intestino grueso, mientras que un 6% secreta IgM (Brandtzaeg y Johansen, 2005). 
Sin embargo, existe una importante falta de conocimiento sobre la frecuencia de 
células productoras de IgE en el intestino de individuos sanos o alérgicos. Es sabido 
que la hipermutación somática y el cambio de isotipo que da origen a la IgA ocurre en 
la mucosa intestinal, y se cree que ocurre principalmente en los centros germinales, 
aunque también puede darse fuera de los mismos (Tezuka y Ohteki, 2019). Con 
respecto a la IgE, resta aún saber si en pacientes con alergia alimentaria, este isotipo se 
sintetiza en el intestino o en otras mucosas. Se han propuesto como potenciales sitios 
de producción estructuras linfoides secundarias como las placas de Peyer, los folículos 
linfoides aislados, en sitios extrafoliculares de la lámina propia o, alternativamente, 
otros tejidos linfoides aún no caracterizados (Hoh y Boyd, 2018; Saunders et al., 2019). 
Tampoco sabemos si las células que hacen la recombinación del cambio de clase a la 
cadena ε se diferencian a células B de memoria IgE+ o células plasmáticas secretoras de 
IgE de larga vida en el tracto gastrointestinal. 
Desde el encuentro con el Ag hasta que se generan las células plasmáticas 
secretoras de anticuerpos específicos suele transcurrir una semana. Esta elevada 
eficiencia en la maduración de la producción de inmunoglobulinas denota que en estas 
estructuras existe un microentorno especializado que favorece la interacción entre 
diferentes subpoblaciones celulares, su activación a través de la inducción de distintos 
factores de transcripción, y su migración a través de la expresión de receptores de 
quimioquinas. En los sitios inductivos del intestino (folículos linfoides aislados del 
intestino delgado y grueso, o en las placas de Peyer del intestino delgado), el dome es 
Introducción 
Karina Eva Canziani  44 
la zona esencial para inducir la síntesis de inmunoglobulinas, en especial IgA. Aquí se 
alojan los linfocitos B vírgenes que captan el Ag soluble de las células M del epitelio 
asociado al folículo o mediante la interacción con las CD, y una vez activados migran a 
la interface entre el área B y la T (Komban et al., 2019). Los LT que se concentran en el 
área T son activados y expandidos por las CD del dome, las cuales también presentan 
el Ag en superficie; los LT resultantes son los que luego se transforman en LT 
foliculares colaboradores (linfocitos TFH) y migrarán al CG (Webb y Linterman, 2017). 
Se ha determinado que 1 día luego del contacto con el Ag, los LB y los LT migran a la 
zona interfolicular para interactuar (Okada et al., 2005). Una vez que ocurre esta 
interacción B-T, los LB se diferencian en células plasmáticas extrafoliculares de corta 
vida o migran al folículo y forman un CG a medida que comienzan a proliferar (Chan et 
al., 2009; Takemori et al., 2014). Los LB de CG comienzan a dividirse rápidamente 
(Ki67+) y experimentan una expansión clonal durante la cual el CG se divide en dos 
compartimentos distintos conocidos como la zona oscura y la zona clara (Figura 5). La 
elevada tasa de mutaciones al azar que se producen en la zona oscura como 
consecuencia de la hipermutación somática en los LB, genera inmunoglobulinas con 
diferente afinidad. Este fenómeno se denomina maduración de la afinidad y es 
dependiente de la inducción en los LB de la enzima deaminasa de citidina inducida por 
la activación o AID (por su sigla en inglés de Activation-induced cytidine deaminase). 
Posteriormente, los LB migran a la zona clara y son seleccionados por las CD foliculares 
para rescatar aquellos que expresan en su superficie la inmunoglobulina con mayor 
afinidad. El LB reconoce al Ag específico que forma un complejo inmune en la 
membrana plasmática de las CD en la zona clara del CG. Una vez seleccionados, los LB 
pueden volver a la zona oscura para iniciar otro ciclo de proliferación, hipermutación 
somática y selección, o interaccionar con los linfocitos TFH, los cuales inducen la 
recombinación de cambio de clase (CSR, por su sigla en inglés de Class switch 
recombination), que determina el cambio de la región constante manteniendo la 
región variable intacta. El CSR se induce por las citoquinas secretadas por el linfocito 
TFH, y las citoquinas presentes en el microentorno tisular, junto con la interacción 
entre CD40 y CD40 ligando que inducen nuevamente la expresión de AID. Cabe 
destacar que estudios recientes de Roco y colaboradores (Roco et al., 2019), han 
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demostrado que la gran mayoría de CRS ocurren antes de que el LB se diferencie a una 
célula de centro germinal y, por lo tanto, previamente a que sufra una hipermutación 
somática. Sin embargo, aún se desconocen los mecanismos precisos por el cual se lleva 
a cabo este proceso. 
 
Los CG, por lo tanto, son estructuras transitorias que se forman en respuesta a 
un Ag T-dependiente, y constituyen el sitio donde los LB producen las 
inmunoglobulinas de alta afinidad (Saunders et al., 2019). Su formación requiere de 5-
7 días y culmina en la generación de células plasmáticas secretoras de 
inmunoglobulinas de larga vida y linfocitos B de memoria. Las primeras comienzan aquí 
a secretar inmunoglobulinas, pero luego migran fuera del CG, y se dirigen 
principalmente a médula ósea donde continúan con la síntesis masiva de estas 
proteínas hasta que mueren por apoptosis; los LB de memoria migran también a 
circulación y se alojan en médula ósea donde se mantienen los reservorios de memoria 
con el tiempo. Estas células son las encargadas de mantener la respuesta inmune en el 
Figura 5. Reacción del centro germinal conocida hasta ahora. 
Recientes estudios de Roco y colaboradores (Roco et al., 2019) podrían 
modificar lo que conocemos hasta ahora sobre este mecanismo. Ellos 
muestran que el CSR ocurre generalmente antes de que el LB ingrese al 
centro germinal. 
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tiempo frente a la presencia de un determinado Ag (Hoh y Boyd, 2018). En 
consecuencia, para que se sintetice IgE de alta afinidad se requiere la formación de 
CGs, y esto, como mencionamos anteriormente, es consecuencia de una compleja, y 
aún no del todo conocida, cascada de mecanismos altamente regulados que involucran 
numerosas poblaciones celulares que se inducen frente a la presencia de un alérgeno 
(Figura 6). Como hemos mencionado, es debatible en humanos si los LB IgE+ de 
memoria se generan, siendo que en ratones se ha descartado su existencia (Erazo et 
al., 2007; Xiong et al., 2012). En humanos, existen algunos trabajos que los han 
evidenciado en sangre periférica, pero no está del todo claro su existencia ni su origen. 
La demostración de los mecanismos de formación de células plasmáticas de larga vida 
secretoras de IgE y de los LB de memoria IgE+permitirían explicar la inducción de las 
alergias. 
Figura 6. Posibles sitios de producción de IgE en el intestino humano. 
La figura incluye el repertorio de anticuerpos presentes en el intestino y 
sus relaciones clonales. Los cambios de isotipos pueden ocurrir de forma 
directa (de μ a γ/ε/α) o secuencial, es decir con un intermediario γ, ε o α. 
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Luego de los ciclos de proliferación, hipermutación somática y selección, las 
células B deben someterse a recombinación de cambio de clase (CSR), cambiando la 
región constante de la cadena pesada (CH). Existen nueve clases diferentes de regiones 
constantes de inmunoglobulinas (Cμ, Cδ, Cγ3, Cγ1, Cα1, Cγ2, Cγ4, Cε y Cα2), que están 
codificadas en tándem en el cromosoma 14 humano. La secuencia de flanqueo 5' de 
cada exón que codifica para cada cadena pesada (excepto Cδ) contiene un exón I de 
línea germinal (I) y una región de cambio (S), que contiene los sitios potenciales de 
recombinación no homóloga para la CSR (Stavnezer et al., 2008). La transcripción del 
gen de línea germinal (GLT, por su sigla en inglés de Germline transcript) de la cadena 
pesada originante y de la receptora es necesaria para el cambio de clase y se inicia 
desde los promotores del exón I, continuando a través de las regiones S y los exones 
CH (Stavnezer, 2000). La enzima AID, la cual cumple un rol crítico en la CSR,  es guiada 
por la formación del GLT para la región ε (Fear et al., 2004; Fujieda et al., 1995; Zhang 
et al., 1991; Zhou et al., 2003). Este GLT se transcribe transitoriamente y la acción de la 
AID inicia la recombinación entre las regiones S de la región CH originante y la región S 
próxima al exón constante aceptor; el ADN intermedio se separa y se elimina. Los 
extremos de los fragmentos eliminados quedan unidos formando un ADN circular 
extra-cromosómico que contiene el promotor del exón I corriente arriba de la región S 
aceptora, ahora unida a la región S del originante y al gen CH (Zhang et al., 1994). Este 
ADN circular se transcribe transitoriamente (CT, por su sigla en inglés de Circle 
transcript) y constituye un marcador que indica que la CSR se ha producido (Kinoshita 
et al., 2001). Debido a que la CSR elimina el ADN genómico entre el isotipo inicial y el 
isotipo resultante, el proceso es unidireccional e irreversible. Por lo tanto, la detección 
de los transcriptos GLT y CT se emplea para estudiar el curso de la CSR.  
Con respecto a la síntesis de IgE, se han descrito dos mecanismos para generar el 
cambio de clase de Cμ a Cε en ratón: cambio directo de Cμ a Cε, y cambio secuencial 
de Cμ a Cγ, seguido del cambio de Cγ a Cε (Figura 6). En todos los casos la porción 
variable no se modifica y solo cambia la porción constante. En ratón se ha propuesto 
que la síntesis de IgE de alta afinidad solo se produce por cambio secuencial desde Cγ a 
Cε en linfocitos B de memoria que hicieron la hipermutación somática en el CG (He et 
al., 2017). Dado que no se han hallado linfocitos B de memoria IgE en los centros 
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germinales se postula que estas células no tienen capacidad para realizar 
hipermutación y por lo tanto mueren en el CG por apoptosis al ingresar. Los linfocitos 
B de memoria IgG que son detectados en el CG, tienen la capacidad de expresar AID y 
realizar hipermutación somática para madurar la afinidad y generar IgG de alta 
afinidad. Estas células son seleccionadas en la zona clara del CG, y en respuesta a la 
interacción con las CD foliculares y los linfocitos TFH inducen el cambio de clase a IgE. 
Estos plasmablastos luego migran al límite del CG y se transforman en células 
plasmáticas secretoras de IgE de alta afinidad. Salen del sitio inductivo y 
probablemente migran a la lámina propia y/o a la médula ósea donde continúan 
secretando IgE por un tiempo hasta que mueren por apoptosis. La Figura 7 ilustra el 
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Figura 7. Esquema del mecanismo de recombinación propuesto para el 
cambio de clase directo y secuencial a IgE.  
Se muestran esquemáticamente los loci de genes de las cadenas pesadas y 
los eventos moleculares implicados en el cambio de clase directo (A) y 
secuencial (B) a IgE. El cambio secuencial se ejemplifica a través de IgG1, no 
obstante, este puede ocurrir mediante un intermediario IgG3, IgG4 o IgA1.  
S, región de recombinación; I, exón I del gen de la línea germinal; C, gen de 
la región constante. 
 
Continúa en la la página siguiente 
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Como se ha mencionado anteriormente, en humanos este mecanismo no se 
conoce aún en detalle, y no existe bibliografía que describa en alergia alimentaria 
cómo se genera la IgE, ni su posible localización. Los únicos trabajos que han 
caracterizado los mecanismos de síntesis de IgE se han realizado a partir de tejidos de 
la mucosa nasal proveniente de pacientes con rinitis alérgica (Gevaert et al., 2013). Se 
ha descripto que en la mucosa nasal (sitio inductivo del árbol respiratorio)  se producen 
tanto los mecanismos de cambio de clase directo como secuencial a IgE (Takhar et al., 
2007). Desconocemos hasta este momento si estos mecanismos son los responsables 
de generar la IgE de alta afinidad, responsable de intervenir en los mecanismos que 
dan origen a las reacciones alérgicas. 
 
Diagnóstico 
Historia clínica y examen físico 
La evaluación de un paciente que asiste a la consulta de un alergista con 
sospecha de alergia alimentaria comienza con la confección de una historia clínica 
completa personal y familiar. Esta deben realizarla profesionales especialistas en 
alergia ya que debe diferenciarse de una intolerancia alimentaria o una reacción 
adversa por toxicidad causada por alimentos, las cuales suelen tener una presentación 
clínica similar a una alergia alimentaria (Sicherer y Sampson, 2018). Tanto el panel de 
expertos del NIAID (NIAID-Sponsored Expert Panel et al., 2010) como la guía de 
alergias alimentarias de la Academia Europea de Alergia e Inmunología Clínica (Muraro 
et al., 2014) clasifican a las reacciones causadas por alimentos según sean tóxicas 
(depende del alimento) o no tóxicas (dependen de una susceptibilidad individual), y 
estas últimas pueden ser una intolerancia alimentaria (no participa el sistema inmune 
en su fisiopatogenia) o una reacción por hipersensibilidad o alergia (con participación 
del sistema inmune). Por lo tanto, frente a un cuadro de aparente enfermedad por 
exposición a un alimento, usualmente la primera indicación es evitar la exposición al 
alimento sospechoso pero debe realizarse un diagnóstico diferencial dado que la 
gravedad, el pronóstico y el tratamiento son completamente diferentes según sea una 
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u otra la causa. Como se mencionó anteriormente, la tendencia es clasificar a toda 
reacción adversa causada por un alimento como una alergia alimentaria, y la 
bibliografía refiere que solo un 20% de este tipo de reacciones son diagnosticadas 
como una alergia alimentaria (Sicherer y Sampson, 2018). Con respecto a las alergias 
alimentarias, éstas pueden estar mediadas por IgE o no como se mencionó 
anteriormente. Cualquiera de los 4 tipos de hipersensibilidad (Tipo I a IV) pueden 
mediar una alergia, pero las tipo I o inmediatas, mediadas por IgE, son aparentemente 
las más frecuentes y las que pueden causar reacciones anafilácticas; inclusive estas 
reacciones son las que actualmente pueden ser tratadas con terapias correctivas. Por 
todas estas razones, las alergias IgE-dependientes o enfermedades atópicas son a las 
que se está prestando más atención desde hace varias décadas.  
Con respecto a la clínica de las alergias alimentarias, la presentación es compleja 
ya que tienen diferentes formas de manifestarse y se podría decir que se trata de un 
síndrome más que de una entidad clínica única. Los síntomas más frecuentes son 
cutáneos, aunque en general siempre existe asociada alguna manifestación digestiva 
(SEAIC, 2009). La historia clínica personal no solo debe contemplar la sintomatología 
asociada a la exposición a un determinado alérgeno alimentario, sino que también se 
debe evaluar la presencia de cofactores, frecuencia de exposición, consistencia de los 
síntomas frente a diferentes ingestas del alimento, tipo de reacción, relación temporal 
entre la ingestión de alimentos y la aparición de los síntomas, etc. El examen físico 
puede revelar signos de una reacción aguda inmediata o hallazgos crónicos 
compatibles con diátesis atópicas (asma, rinitis alérgica, dermatitis atópica, urticaria, 
etc.). Sin embargo, en muchos casos la historia clínica y el examen físico por sí solos no 
son suficientes para establecer un diagnóstico diferencial, y se requieren pruebas 
complementarias. Las pruebas in vivo (pruebas cutáneas) e in vitro (IgE séricas 
específicas para alérgenos alimentarios) son herramientas esenciales para evaluar a los 
pacientes con una historia clínica sugestiva de alergia alimentaria y representan la 
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Pruebas in vivo 
Las pruebas cutáneas o SPT (por su sigla en inglés de Skin Prick Test) constituyen 
el método más empleado por su sencillez, rapidez e importancia en cuanto a la 
especificidad y sensibilidad. La principal característica de estas pruebas es su valor 
predictivo negativo elevado (mayor del 90%). Las debe realizar el médico alergista, 
empleando extractos o proteínas recombinantes de calidad comprobada, se debe 
incluir controles positivo (histamina) y negativo (solución fisiosológica), y son válidas 
cuando se evalúa el resultado a los minutos de inoculado el alérgeno. Si bien en estas 
pruebas se enfrenta al paciente con sospecha de sensibilización alérgica al alérgeno 
ofensivo, las condiciones en que se realizan aseguran riesgos mínimos para la salud del 
paciente. Sin embargo, en determinadas condiciones no pueden aplicarse 
(antecedentes de anafilaxia, alteración de la piel, dermografismo, etc.). Dado que la 
especificidad no es del 100%, en general se aplican otras pruebas complementarias 
para poder llegar a un diagnóstico definitivo (Sicherer y Sampson, 2010; Soares-Weiser 
et al., 2014). La importancia de esta prueba radica en que pone de manifiesto la 
presencia de anticuerpos IgE específicos en la superficie de mastocitos de la piel y 
reproduce la reacción inflamatoria que se produciría en el órgano de choque en forma 
controlada. Además, al dar positiva esta prueba indica al menos una sensibilización 
atópica en el paciente.  
 
Pruebas in vitro 
La determinación de IgE sérica específica para alérgenos alimentarios es la 
prueba complementaria in vitro más solicitada y permite evaluar la presencia de esta 
inmunoglobulina en circulación. Por lo tanto, es una prueba indirecta que indica la 
síntesis de IgE, pero no mide la IgE que da origen a los signos clínico. De todas formas, 
la optimización de estos ensayos permite obtener resultados con una elevada 
sensibilidad y especificidad, de manera que junto a la prueba cutánea constituyen 
parámetros que en la mayoría de los centros le permiten al médico alergista establecer 
un diagnóstico diferencial, principalmente cuando se trata de una alergia mediada por 
IgE causada por la exposición a un determinado alimento. Cuando el paciente tiene 
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una historia clínica compatible con una alergia alimentaria y estas pruebas dan 
negativas, es posible diagnosticar una alergia no mediada por IgE, y en este caso el 
alimento que la desencadena surge de la historia clínica. Estas pruebas, al igual que el 
SPT, indican al menos, cuando dan positivas, que el paciente se encuentra sensibilizado 
a un determinado alérgeno. En los casos que los datos de IgE sérica se correlaciona con 
la historia clínica, sus niveles no se condicen con la gravedad de la reacción (Sicherer y 
Sampson, 2010).  
Dado que la concentración de IgE es muy baja en circulación (del orden de los 
ng/ml), se requieren inmunoensayos de elevada detectabilidad. Inclusive para la IgE 
total se requiere este tipo de ensayos de interacción primaria dado que aún en casos 
de valores elevados, solo con este tipo de ensayos se alcanza la sensibilidad adecuada 
(Cerecedo et al., 2008). Los ensayos más comúnmente utilizados para este fin son el 
ELISA y el IMMUNOCAP, que es el método de referencia internacional y se basa en el 
mismo formato que un ELISA, pero es un ensayo automatizado donde el sistema de 
revelado es por fluorescencia.  
La gran ventaja de estos ensayos in vitro es que no ponen en riesgo la salud del 
paciente. Sin embargo, la gran limitación, como mencionamos anteriormente, es que 
no dosan al componente patognomónico de una reacción alérgica, dado que la IgE 
soluble no es capaz de desencadenar una reacción de este tipo. Por lo tanto, no 
pueden predecir el pronóstico o la gravedad de las reacciones posteriores, pero sí 
indican sensibilización. A pesar de estas limitaciones, junto al SPT son las pruebas más 
empleadas en la actualidad. 
 
Otras pruebas adicionales cada vez más empleadas son: 
-test de degranulación de basófilos: aquí se evalúa la presencia de IgE en la 
superficie de basófilos en circulación de los pacientes. Se enfrenta sangre entera anti-
coagulada con el alérgeno en condiciones adecuadas de cultivo, y luego de 15-30 
minutos se evalúa la activación de los basófilos por citometría de flujo (aparición de 
marca fluorescente correspondiente a la aparición de CD63 y CD203c en la membrana 
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plasmática). Es una prueba con un elevado valor predictivo positivo, rápida de 
ejecutar, no pone en riesgo la salud del paciente, guarda una muy buena correlación 
con los ensayos serológicos, pero el principal limitante es el costo del ensayo y contar 
con un citómetro de flujo (Muraro et al., 2014). 
-microarreglo de alérgenos: se basa en la detección de IgE específica sérica para 
componentes individuales (alérgenos recombinantes individuales) en una muestra de 
suero de reducido volumen y en forma masiva. En una muestra de 30-50 μl es posible 
determinar hasta 200 especificidades. Estos ensayos tienen un costo muy elevado y 
requieren una adecuada optimización en cuanto a los paneles de alérgenos que se 
emplean. Sin embargo, cada vez se utilizan con mayor asiduidad, debido a que 
permiten establecer para cada paciente perfiles de sensibilización molecular. Por esta 
razón, se denominan diagnóstico molecular o diagnóstico resuelto por componentes. 
La gran ventaja de este tipo de análisis es que permiten definir con mayor precisión 
qué alérgeno emplear en una SPT, o en una inmunoterapia alérgeno-específica. 
 
Desafío oral con el alimento 
Los desafíos alimentarios permiten confirmar una alergia alimentaria y pueden 
realizarse de distinta manera: 
-domiciliario: es lo que en general ocurre en pacientes pediátricos y motiva la 
consulta con el médico alergista ante la aparición de signos clínicos compatibles con 
una alergia; 
-controlado y simple ciego: se puede realizar bajo la supervisión de un 
especialista y solo éste sabe qué se le administra al paciente; suele realizarse con un 
alimento placebo. No se realiza cuando existen antecedentes de anafilaxia; 
-controlado y doble ciego con placebo: es la prueba por excelencia para 
confirmar una alergia alimentaria, mediada o no por IgE. Este tipo de pruebas de 
desafío siempre se deben realizar bajo la supervisión de un médico y en un ámbito 
hospitalario, donde se pueda rescatar al paciente si hace una anafilaxia. Se administran 
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cantidades crecientes del alérgeno, a determinadas frecuencias de tiempos hasta 
alcanzar una dosis máxima que dependerá del alérgeno. En toda la prueba, el alergista 
registra la aparición de signos clínicos y supervisa la salud del paciente. Por lo tanto, se 
trata de una prueba que insume tiempo, requiere la hospitalización del paciente 
durante el día y requiere además de una infraestructura que permita preparar el 
alérgeno y el placebo de una manera que no sea perceptible de qué se trata. A pesar 
que los parámetros del ensayo son los óptimos (100% de sensibilidad, especificidad y 
elevados % de valor predictivo negativo y valor predictivo positivo), son muy pocos los 
centros en el mundo donde se realizan durante el diagnóstico (en nuestro país no se 
aplica), y en general solo se realizan en ensayos clínicos (Sampson et al., 2012). Los 
alimentos empleados se seleccionan en función de la historia clínica y los resultados de 
las pruebas cutáneas y/o in vitro. 
 
Reacciones no mediadas por IgE 
Para los casos en que no se ponga en evidencia la presencia de IgE específica 
sérica, el SPT de un resultado negativo, o la prueba confirmatoria indique que los 
signos clínicos no se inducen a los minutos de la exposición al alérgeno, se podría 
establecer un diagnostico de alergia alimentaria no mediada por IgE frente a una 
historia clínica compatible. En estos casos las herramientas diagnósticas confirmatorias 
son muy limitadas, y en general se establece por descarte. Dependiendo de la clínica, 
se puede recurrir al análisis histológico de una muestra del tejido afectado (si es 
posible su acceso), o estudios celulares a partir de muestras de biopsias o de sangre 
periférica, con el objetivo de descartar otras patologías (enfermedad celíaca, procesos 
tumorales, etc.) o de confirmar otras patologías que recientemente se han asociado a 
las alergias alimentarias porque pueden ser desencadenadas por la exposición o 
ingesta de alimentos: patologías eosinofílicas como la esofagitis eosinofílica (Nowak-
Węgrzyn et al., 2015). Ésta se observa cada vez con mayor frecuencia en pacientes 
pediátricos y adultos y se diagnostica en función del recuento de eosinófilos en una 
biopsia de cada tejido. Hasta el momento se ha asociado estos procesos eosinofílicos a 
mecanismos inmunológicos TH2-dependientes, pero IgE-independientes. No se conoce 
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exactamente su fisiopatogenia, pero se lo asocia a la ingesta de alimentos por lo cual el 
principal tratamiento es evitar la ingesta de estos. También pueden clasificarse las 
esofagitis eosinofílicas según el paciente responda o no a inhibidores de la bomba de 
protones. Se desconoce cuál es la relación entre la activación del sistema inmune y los 
procesos de acidosis. 
La Figura 8 muestra el algoritmo recomendado por Sicherer y Sampson para el 
diagnóstico de las alergias alimentarias (Sicherer y Sampson, 2018). 
Figura 8. Algoritmo de diagnóstico para alergias alimentarias.  
El esquema propuesto por Sicherer y Sampson, 2018 considera la 
historia clínica, la epidemiología, la fisiopatología y los resultados de 
las pruebas de diagnóstico. 
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Pólipos colorectales 
Un pólipo es un tumor o crecimiento localizado que protruye desde la pared 
hacia la luz de una víscera hueca, en cualquier parte del tracto gastrointestinal, 
genitourinario o respiratorio. En particular, los pólipos colorrectales pueden 
clasificarse por su aspecto macroscópico como sésiles (planos, que surgen 
directamente de la mucosa) o pedunculados (que se extienden desde la mucosa a 
través de un tallo fibrovascular); o por su histología como neoplásicos o no 
neoplásicos. El número puede ser muy variable; cuando existe un proceso sistémico 
que promueve el desarrollo de múltiples pólipos gastrointestinales se denomina 
poliposis. Los síndromes hereditarios de poliposis representan aproximadamente el 1% 
de todos los casos de cáncer colorrectal y están asociados con un amplio espectro de 
tumores extracolónicos. Se han descripto varios síndromes de poliposis, cada uno con 
su propia base genética, presentación clínica y riesgo de malignidad y distribución de 
pólipos característica.  
La mayoría de los pólipos no producen síntomas; sin embargo, pueden producir 
proctorragia, por movimientos de los mismos en la peristalsis. Los pólipos más grandes 
pueden obstruir parcialmente la luz del colon; por lo tanto, se pueden presentar 
síntomas obstructivos, como dolor abdominal, hinchazón o cambio en los hábitos 
intestinales. El diagnóstico se lleva a cabo principalmente examinando el revestimiento 
del colon por endoscopía colorrectal, que incluye también el extirpado de los pólipos 
como medida de prevención de riesgo por un posible desarrollo de procesos tumorales 
con el tiempo. 
Los pólipos colorrectales pueden clasificarse histológicamente como neoplásicos 
o no neoplásicos (Shussman y Wexner, 2014). En el primer caso se destacan los pólipos 
adenomatosos y los aserrados, los cuales se presentan principalmente en la población 
adulta. Los pólipos adenomatosos o adenomas colorrectales son tumores benignos 
que se originan a partir de las células epiteliales del colon que secretan moco. Por otro 
lado, los pólipos aserrados mantienen una histología similar a la de los pólipos 
hiperplásicos (no neoplásicos) con células epiteliales de aspecto aserrado, donde 
también se produce una displasia. Los pólipos neoplásicos son de importancia 
primordial porque albergan un potencial maligno, y representan una etapa inicial en el 
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desarrollo del cáncer colorrectal. Aunque la mayoría de estos pólipos no evolucionan 
hacia el cáncer, se acepta que la mayoría de los carcinomas colorrectales evolucionan a 
partir de pólipos adenomatosos, que con el tiempo dan lugar a la diverticulosis y 
finalmente al cáncer de colon. 
Los pólipos no neoplásicos incluyen los pólipos hiperplásicos, los inflamatorios y 
los hamartomatosos. Los pólipos hiperplásicos son el tipo más común de pólipos 
colorrectales, suelen ser sésiles y de menos de 5 mm de diámetro, con una histología 
caracterizada por hiperplasia, sin displasia. Los pólipos inflamatorios se presentan con 
mayor frecuencia en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. Estas lesiones 
no son pólipos verdaderos, sino acumulaciones de infiltraciones inflamatorias con 
anatomía distorsionada de la mucosa y no presentan potencial maligno. Por último, los 
pólipos hamartomatosos también conocidos como pólipos juveniles, consisten 
principalmente en tejido conectivo (músculo liso, lámina propia e infiltrados 
inflamatorios) cubiertos por un epitelio hipertrófico. Este tipo de pólipo es de 
relevancia para el presente trabajo y será detallado a continuación. 
 
Pólipos juveniles 
Los pólipos juveniles se diagnostican con mayor frecuencia a una edad temprana 
(75% de los niños menores de diez años) con un pico de ocurrencia entre los dos y 
cinco años, y representan el 90% de los pólipos gastrointestinales en la infancia. La 
incidencia reportada de pólipos colónicos en niños ha oscilado entre 0.08% y 3.7%, con 
tasas más altas reportadas en niños sintomáticos (Fox et al., 2010). Aproximadamente 
el 50% de los niños tienen más de un pólipo, el 90% de ellos son pedunculados y miden 
de 1 cm a 3 cm de diámetro. Estos pólipos se desarrollan comúnmente en el recto y el 
colon, y presentan una histología caracterizada por espacios quísticos dilatados 
distintivos, infiltrado inflamatorio denso en la lámina propia, vascularización marcada y 
áreas de ulceración (Figura 9) (Durno, 2007). Las manifestaciones clínicas que 
acompaña su presencia suele incluir proctorragia (están altamente vascularizados), 
dolor abdominal ocasional y obstrucción intestinal (con baja frecuencia) (Shussman y 
Wexner, 2014) 
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La presencia de PJ múltiples puede indicar una afección pre-maligna 
comúnmente denominada poliposis juvenil. El diagnóstico está firmemente 
establecido por la presencia de cinco o más PJ junto con antecedentes familiares de PJ 
o mutaciones documentadas. Los pacientes con menos de 3 pólipos generalmente se 
han considerado de bajo riesgo de recurrencia de pólipos. Sin embargo, resultados 
recientes sugieren que los niños que presentan incluso un solo pólipo pueden 
continuar formando pólipos con el tiempo, dándose la mayor tasa de recurrencia en 
pacientes con múltiples pólipos (no sindrómicos) (Fox et al., 2010; Ibrahimi et al., 2019).  
En la actualidad, se considera que los PJ solitarios conllevan un riesgo mínimo o 
nulo de transformación maligna (Nugent et al., 1993). No obstante, trabajos recientes 
han demostrado que el 12% de los PJ presentan cambios neoplásicos, con una mayor 
incidencia en PJ desarrollados en el colon proximal y en pacientes con determinadas 
mutaciones genéticas. En consecuencia, la recomendación actual es la polipectomía 
durante la evaluación colonoscópica, y el seguimiento del paciente para monitorear el 
posible desarrollo tumoral. Dado que no se conoce la causa del desarrollo de los PJ, no 
existe tratamiento para prevenir la recurrencia luego de la polipectomía. En este 
trabajo hemos estudiado la asociación de este tipo de pólipos colorectales con la 
condición de atópicos de pacientes pediátricos. 
 
Figura 9. Esquema e histología típica de un pólipo juvenil. 
Hematoxilina y eosina adaptada de la página web de SaeedAsiry 
(https://twitter.com/SaeedAsiry/status/752181274446553088). 
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Alteraciones en la mucosa colónica asociadas a alergias alimentarias  
Como hemos mencionado anteriormente, el espectro de síntomas clínicos con 
que puede presentarse una alergia alimentaria puede ser muy heterogéneo y variado. 
Entre los desórdenes que se han descripto que alteran la mucosa colónica se 
encuentran el síndrome de enterocolitis inducida por proteínas alimentarias, la 
proctocolitis alérgica, la proctitis alérgica y la hiperplasia nodular linfoide (HNL), los 
cuales son no mediados por IgE.  
El síndrome de enterocolitis inducida por proteínas alimentarias es una 
hipersensibilidad alimentaria gastrointestinal severa, mediada por células, típicamente 
provocada por la leche de vaca o la soja. La misma afecta tanto el intestino delgado 
como el colon, y se caracteriza por irritabilidad, letargo y/o deshidratación causada por 
vómitos prolongados y diarrea (Agyemang y Nowak-Wegrzyn, 2019). La proctocolitis 
inducida por proteínas alimentarias es la causa más común de sangrado rectal en 
lactantes pequeños; los bebés con este trastorno son sensibles a la leche de vaca o la 
proteína de soja. Aunque generalmente se piensa que esta condición se limita 
principalmente a la infancia, se ha informado que los niños sanos (de 2 a 14 años) 
presentan sangrado rectal persistente o recurrente, relacionado con una forma leve de 
colitis caracterizada por una infiltración eosinofílica prominente, HNL y una pronta 
respuesta clínica e histológica a la leche de vaca no mediada por IgE (Connors et al., 
2018). Por otro lado, la proctitis alérgica, junto con la constipación crónica, se 
caracteriza por una inflamación alérgica del colon. Inicialmente, estos trastornos 
fueron asociados con la ALV, no obstante, sigue siendo un tema de debate en la 
comunidad científica (Pensabene et al., 2018). Finalmente, la HNL es un hallazgo 
común durante las colonoscopías pediátricas, incluso se ha considerado normal o 
relacionado con la edad ya que podría estar asociado con el desarrollo del sistema 
inmunológico intestinal, la tolerancia oral inmadura y la frecuente infección que ocurre 
en la infancia (Krauss et al., 2010). Varios trabajos reportan una asociación entre la 
HNL en el TGI superior e inferior, y la alergia alimentaria, incluso se ha descripto que 
representa una respuesta inmune tardía frente a la exposición a distintos alimentos, 
entre ellos la leche de vaca (Iacono et al., 2007; Turunen et al., 2004). Sin embargo, 
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estudios recientes indican que en pacientes pediátricos no existiría una relación causal 
entre la alergia alimentaria y la HNL (Lucarelli et al., 2015). 
En la literatura existe un número reducido de trabajos que sugieren que los PJ 
colorrectales podrían desarrollarse como consecuencia de una respuesta inflamatoria 
inducida por un Ag dietario (Alexander et al., 1970; Roma-Giannikou et al., 2008). Esto 
refleja que no conocemos exactamente la etiología de los PJ y de la HNL, aunque se 
sospecha que la leche de vaca y la condición de alérgico podría tener relación con la 
fisiopatogenia de estos procesos. En pacientes alérgicos solamente se ha descripto una 
asociación entre pólipos y la condición de alérgico para pólipos nasales y rinitis 
alérgica. 
Dado que en pacientes con sospecha de alergia alimentaria no está indicada la 
realización de endoscopías y tomas de muestras por razones éticas, no se ha tenido 
acceso al tejido mucosal, limitando así el conocimiento sobre la inmunopatogenia de 
estos procesos, lo cual se ve reflejado en la reducida bibliografía existente sobre el SIM 
intestinal y las alergias alimentarias. Los modelos murinos de alergia alimentaria que 
se han desarrollado y optimizado en los últimos años han permitido lograr avances 
importantes en la comprensión de estos mecanismos, aunque sabemos de las 
limitaciones de este tipo de estudios, y sus extrapolaciones al sistema inmune 
humano. 
En el presente trabajo de Tesis hemos abordado el estudio de la asociación entre 
la ALV y el desarrollo de PJ colorrectales en pacientes pediátricos. La caracterización 
del contenido de los pólipos colorrectales nos ha permitido obtener conocimiento 
sobre la biología de la síntesis de IgE y las características de este tipo de formaciones 
intestinales. Por lo tanto, consideramos que este trabajo aporta información relevante 
sobre la fisiopatología de los PJ, los mecanismos de las respuestas alérgicas mediadas 
por IgE y los factores que median la síntesis de este isotipo. Estos resultados en su 
conjunto permitirían alcanzar un mejor conocimiento de la regulación de estos 
procesos y podrían tener un importante impacto en las terapias de las enfermedades 
alérgicas. 
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Parte de los resultados que a continuación se mostrarán han sido enviados a 
publicar en el 2019 en las siguientes revistas: 
-“Eosinophilic colorectal polyps in sensitized patients to food allergens”, Karina 
Eva Canziani, Luciana Guzmán, Viviana Bernedo, Marcela García, Eugenia Margarita 
Altamirano, Cecilia Isabel Muglia and Guillermo Docena, JPGN 2019 (en revisión). 
-“IgE production in the human colonic mucosa of patients sensitized to food 
allergens”, Karina Canziani, Melisa Pucci Molineris, Luciana Guzman, Viviana Bernedo, 
Marcela García, Eugenia Altamirano, Pablo Morande, Mirta Giordano, Cecilia Muglia, 
and Guillermo Docena, Allergy 2019 (en revisión). 
Asimismo, parte de los resultados presentados en formato poster fueron 
premiados en el XXXIX Congreso Anual de la Asociación Argentina de Alergia e 
Inmunología Clínica (AAAeIC): 
-“Impronta TH2 del infiltrado celular presente en pólipos colónicos en pacientes 
atópicos”, Canziani, Karina Eva; Pucci Molineris, Melisa; Balcarce, Norma; Díaz Jimenez, 
David; Guzman, Luciana; García, Marcela; Altamirano, Eugenia; Meier, Dominik; 
Hermoso Ramello; Fossati, Carlos; Muglia, Cecilia; Docena, Guillermo. XXXIX Congreso 
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Hipótesis de trabajo 
El consumo de leche vaca desencadena un proceso inflamatorio alérgico en la 
mucosa colorrectal de pacientes pediátricos sensibilizados a proteínas de leche de 
vaca, maní y/o soja, llevando finalmente al desarrollo de pólipos juveniles en la pared 
intestinal, en los que la respuesta inflamatoria alérgica da origen a estructuras linfoides 
terciarias donde se produce la síntesis de IgE. 
 
Objetivos  
Estudiar la respuesta inflamatoria en pólipos juveniles colorrectales de 
pacientes pediátricos que presentan sangrado rectal, investigar si existe una asociación 
con la alergia alimentaria y caracterizar el infiltrado inflamatorio. 
 
Objetivos específicos: 
- Evaluar la condición alérgica de los pacientes que presentan sangrado rectal 
y pólipos juveniles colorrectales.  
- Caracterizar el infiltrado inflamatorio presente en los pólipos juveniles y en 
las biopsias de tejido circundante. 
- Estudiar la presencia de centros germinales en los pólipos colorrectales y la 
producción local de IgE. 
- Aislar y caracterizar los linfocitos T de sangre periférica y de la mucosa 
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1. Pacientes y muestras biológicas 
En el presente trabajo se emplearon como objeto de estudio pólipos juveniles 
de recto y colon sigmoideo, biopsias colónicas de tejido circundante a los PJ (TCP) y 
sangre periférica anticoagulada de 100 pacientes pediátricos (35 niñas y 65 niños) con 
edades comprendidas entre los 6 meses y 14 años de edad (promedio 5.3 años de edad) 
que concurrieron al Servicio de Gastroenterología del Hospital de Niños Sor María 
Ludovica de La Plata. El criterio de selección de los pacientes fue la presencia de 
proctorragia indolora. A estos pacientes se les indicó una colonoscopía para monitorear 
la posible causa de la pérdida de sangre y ante la presencia de pólipos colónicos, estos 
fueron removidos por protocolo, para su estudio histopatológico, y como medida 
preventiva de potenciales procesos tumorales. Asimismo, y como muestra control, se 
obtuvo una biopsia de tejido mucosal circundante al pólipo en todos los pacientes a los 
que se les extrajo el pólipo. Un fragmento de los pólipos es enviado al Servicio de 
Anatomía Patológica del mismo hospital, mientras que la parte restante del pólipo, y la 
biopsia control, se remitieron en medio de cultivo RPMI al IIFP para su estudio. Las 
biopsias de TCP se seleccionaron en base a la ausencia de signos macroscópicos de 
inflamación. La selección de pacientes con sangrado indoloro obedece a excluir los  
pacientes con fisura anal. 
Este estudio se realizó en el marco de un proyecto aprobado por el Comité 
Institucional de Revisión de Protocolos de Investigación del Hospital de Niños de La 
Plata (IDIP-Instituto de Desarrollo e Investigación Pediátrica) con el consentimiento o 
asentimiento informado, dependiendo de la edad de los pacientes. 
 
2. Estudio de la condición alérgica de los pacientes 
2.1 Anamnesis del paciente 
Los pacientes ingresaron por el Servicio de Gastroenterología a partir de la 
evidencia de proctorragia identificada por los padres. Luego de una historia clínica 
inicial realizada por los médicos gastroenterólogos del servicio se indicó la video-
colonoscopía, en caso que fuera un sangrado indoloro, y la derivación al Servicio de 
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Alergia. Aquí se les completó la historia clínica en base a un cuestionario pre-acordado 
por el equipo de trabajo. En caso de pacientes de menos de 7 años de edad los padres 
fueron quienes intervinieron en el aporte de información de datos personales y 
familiares. Por lo tanto, para cada paciente contamos con una historia clínica del 
Servicio de Gastroenterología y otra del Servicio de Alergia. 
 
2.2 Pruebas in vitro e in vivo 
Sobre la base de la historia clínica, en aquellos pacientes con sospecha de alergia 
alimentaria se indicó el SPT y serología para IgE.  
2.2.1 Determinación de IgE total e IgE específica 
Los niveles plasmáticos de IgE total e IgE específica para proteínas de leche de 
vaca, soja y maní se evaluaron a partir de la sangre anticoagulada, mediante ELISA 
indirecto. Para la determinación de IgE total se sensibilizaron placas de ELISA (NUNC, 
Maxisorp, Dinamarca) con 50 μl de un antisuero policlonal anti-IgE humana (400 μg/ml) 
(Sigma, MO, EE.UU.) durante 1 hora a 37°C. El bloqueo se realizó con 100 μl de suero 
equino 5% en PBS durante 2 horas a 37°C. Tanto las muestras de plasma como los 
controles fueron analizados a una dilución 1/20 y se incubaron por 30 minutos a 37°C. 
Luego de incubar con anti-IgE biotinilada (Vector Laboratories, CA, EE.UU.) durante 1 
hora a 37°C se agregó estreptavidina-peroxidasa (Sigma, MO, EE.UU.) por 1 hora a 37°C. 
El color final de la reacción se reveló con orto-fenilendiamina (MP Biomedicals, CA, 
EE.UU.) deteniéndose las reacciones luego de 15 minutos de reacción mediante el 
agregado de 2N H2SO4 . Las lecturas de absorbancia se realizaron a 492 nm. La curva de 
calibración se hizo por duplicado a partir de un estándar comercial de 1000 UI/ml 
diluido 1/20 al cual se le realizaron diluciones seriadas. 
Para la determinación de IgE específica, las placas fueron sensibilizadas con 100 μl 
de leche descremada (12,5 μg/ml de proteínas), soja o maní (10 μg/ml), por 1 hora a 
37°C. El bloqueo se realizó con 200 μl de suero equino 5% en PBS durante 2 horas a 
37°C. Tanto las muestras de plasma como los controles (seroteca) se emplearon sin 
dilución previa y se incubó 100 μl de muestra durante toda la noche a 4°C. Para el 
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revelado se utilizó anti-IgE humana conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma, MO, 
EE.UU.) durante 2 horas a 37°C; y se reveló con para-nitrofenilfosfato (Sigma, MO, 
EE.UU.). La reacción se detuvo luego de 20 minutos con EDTA. La absorbancia se midió 
a 405 nm mediante un lector para placas de ELISA. Se utilizó como control negativo un 
pool de sueros sin IgE a los cuales se les determinó individualmente la medida de 
absorbancia a fin de determinar el desvío estándar de las muestras. El punto de corte 
para el ensayo fue la media de la absorbancia del pool más 2 desviaciones estándar. Las 
muestras a evaluar se interpretaron de forma semicuantitativa asignándoles valores en 
clases de 1 a 4 en base al valor de absorbancia de muestras controles positivas con 
distintos niveles de IgE específica. Para asignar los valores basales o clase 0 se 
empezaron muestras sin niveles detectables de IgE, mientras que las muestras positivas 
se confirmaron por determinación en paralelo de los niveles de IgE específica con el 
método de referencia de INMUNOCAP.  
 
2.2.2 Prueba cutánea 
La prueba fue realizada por los alergistas del Servicio de Alergia del Hospital de 
Niños Sor María Ludovica. Se realizó mediante la técnica del Prick Test o SPT, 
empleando una gota de extractos comerciales de Dermatophagoides pteronyssinus, 
Dermatophagoides farinae, epitelio de gato, epitelio de perro, Alternaria spp., 
Aspergillus spp., Cladosporium spp., lactoalbúmina y caseína de leche de vaca, clara y 
yema de huevo, trigo, polen de Ambrosía spp. y de Lolium spp. (Alergo-Pharma, Buenos 
Aires, Argentina), y una lanceta plástica estandarizada. Se utilizó fosfato de histamina 
(10mg/ml) como control positivo y solución fisiológica como control negativo. Aquellos 
pacientes que presentaron una reacción cutánea mayor a 3 mm con respecto al control 
negativo fueron considerados como positivos. 
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3. Estudios histológicos e inmunofluorescentes 
 3.1 Análisis histológico mediante la tinción de hematoxilina y eosina 
Para estos análisis se utilizaron tejidos provenientes de biopsias y pólipos 
incluidos en parafina. Brevemente, los mismos se fijaron en formol 5% p/v durante 24 
horas y luego se deshidrataron empleando sucesivamente etanol 50%, 70%, 96%, 100% 
v/v y xilol (3 pasajes) con una incubación de 1 hora en cada solución. Finalmente, se 
hicieron 3 pasajes de 1 hora en parafina a 55°C y se armaron los tacos, los cuales se 
almacenaron a temperatura ambiente. Se realizaron cortes de 5 µm de espesor con un 
micrótomo (Leica, IL, EE.UU.), y se desparafinaron con 3 pasajes en xilol durante 5 
minutos cada uno para luego re-hidratarlos empleando una secuencia de soluciones de 
concentración de etanol decreciente (100%, 96% y 50% v/v). Luego, las muestras se 
sumergieron en hematoxilina de Mayer (Biopack, Zárate, Bs. As., Argentina) durante 5 
minutos y se lavaron con agua hasta viraje del colorante. Posteriormente, se trataron 
con eosina durante 30 segundos y se deshidrataron en etanol 50%, 70%, 96% y 100% 
v/v durante 2 minutos cada uno. Finalmente se realizaron 2 pasajes de 5 minutos en 
xilol y se montaron en un portaobjetos con bálsamo de Canadá (Biopack, Bs. As., 
Argentina). 
 
3.2 Tinción Tricrómica de Masson 
Los cortes de 5 µm de espesor se desparafinaron y rehidrataron siguiendo los 
pasos del procedimiento anterior. Luego se realizaron las tinciones con los distintos 
colorantes lavando con agua destilada durante 3 minutos entre cada una. Primero, se 
sumergieron los vidrios en hematoxilina (Biopack, Zárate, Bs. As., Argentina) durante 4 
minutos y se lavaron con agua corriente hasta viraje del colorante; luego se trataron 
con Fucsina de Ponceau (Biopack, Bs. As., Argentina) durante 5 minutos y 1 minuto con 
ácido fosfomolíbdico 5%, y finalmente se incubaron con Azul Anilina (Biopack, Bs. As., 
Argentina) durante 10 minutos. La deshidratación se realizó como se indicó 
anteriormente. Finalmente los vidrios fueron montados con bálsamo de Canadá 
(Biopack, Bs. As., Argentina) para su observación en microscopio óptico.  
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3.3 Análisis inmunohistoquímicos 
Los cortes de muestras parafinadas fueron desparafinadas como se mencionó 
anteriormente, y se realizó una recuperación antigénica con una solución tampón de 
citrato de sodio pH 6.0 en una olla a presión a 100°C durante 15 minutos. La peroxidasa 
endógena se inactivó por incubación con peróxido de hidrógeno2.5% v/v durante 15 
minutos a 37°C, seguido de un bloqueo con BSA 1% p/v en PBS-Tween 20 (1% v/v) (PBS-
T) durante 1 hora a 37°C. Luego, las secciones fueron incubadas durante toda la noche a 
4°C con los siguientes anticuerpos monoclonales: ratón anti-CD20 humano (listo para 
usar, Clon L26, Leica Biosystems, IL, EE.UU.), ratón anti-AID humana (1:50, Clon ZA001, 
Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.) y conejo anti-Ki-67 humano (1:200, Clon SP6, 
Abcam, Cambridge, Reino Unido). Luego de tres lavados con PBS-T, se incubó con los Ac 
secundarios: anticuerpo anti-γ globulina de ratón o anti- γ globulina de conejo 
conjugados a peroxidasa de rábano picante (HRP, por su sigla en inglés de Horseradish 
peroxidase) (1:1000, Bioss, MA, EE.UU.), durante 30 minutos a 37°C. La detección de los 
isotipos se realizó con un anticuerpo policlonal biotinilado anti-IgE humana (1:200, 
VECTOR Laboratories, CA, EE.UU.) o anti-IgA humana (1:1000, Sigma, MO, EE.UU.) 
seguido de una incubación con estreptavidina-HRP (1:1000, Sigma, MO, EE.UU.) durante 
30 minutos a 37°C. La actividad peroxidasa se reveló finalmente incubando las muestras 
con el sustrato diaminobencidina (DAB) (Biogenex, CA, EE.UU.) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Por último, se realizó una contra-coloración con 
hematoxilina de Mayer (Biopack, Bs. As., Argentina). Las imágenes fueron obtenidas con 
un microscopio Axio FOT Zeiss y luego analizadas con el programa Fiji (NIH, MR, EE.UU.). 
 
3.4 Análisis de fluorescencia por microscopía confocal 
Los cortes obtenidos de biopsias y pólipos parafinados, se desparafinaron como 
se mencionó anteriormente, y se realizó una recuperación antigénica con buffer citrato 
de sodio pH 6.0 en una olla a presión a 100°C durante 15 min. Las secciones se 
bloquearon BSA 1% p/v en PBS-T durante 1 hora a 37°C. Luego, se incubaron durante 
toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios: ratón anti-CD138 humano 
(1:25, Clon MI15, DakoDenmark, CA, EE.UU.), ratón anti-CD3 humano (1:30, Clon 
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F7.2.38, DakoDenmark, CA, EE.UU.), policlonal biotinilado anti-IgE humana (1:200, 
VECTOR Laboratories, CA, EE.UU.), cabra anti-IL33 humano (1:25, R&D, MN, EE.UU.), 
cabra anti-ST2 humano (1:25, R&D, MN, EE.UU.), conejo anti-TSLP humano (1:25, R&D, 
MN, EE.UU.), ratón anti-CD31 humano (1:30, DakoDenmark, CA, EE.UU.) y ratón anti-
vimentina humana (1:50, clon RV203, Abcam, Cambridge, Reino Unido). La incubación 
con el correspondiente anticuerpo secundario se realizó durante 1 hora a temperatura 
ambiente empleando: anti-γ globulina de ratón, cabra o conejo H&L Alexa Fluor® 647 o 
488 (1:300, Abcam, Cambridge, Reino Unido). Para la detección de los anticuerpos 
biotinilados, se utilizó estreptavidina-FITC (1:300, eBioscence Invitrogen, CA, EE.UU.). 
Finalmente se colorearon los núcleos con ioduro de propidio (1µg/ml; Sigma, MO, 
EE.UU.) y se montaron los vidrios utilizando medio de montaje para fluorescencia (Dako, 
CA, EE.UU.). 
Alternativamente, otras muestras se incluyeron en plástico, para lo cual los 
pólipos y biopsias se incubaron con en el fijador PLP (PBS, L-lysina 0.075M, NaIO4 0.01M, 
PFA 1 % p/v) durante 24 horas a 4°C protegidas de la luz. Posteriormente se realizaron 2 
lavados con PBS y se incubaron toda la noche a 4°C en sacarosa 30% p/v. Finalmente se 
embebieron en CRYOPLAST® (Biopack, Bs. As., Argentina), se congelaron 
instantáneamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80°C. Posteriormente, las 
muestras se cortaron en secciones de 10 µm de espesor con micrótomo. Los cortes se 
lavaron con PBS para eliminar el plástico y se bloquearon con PBS, Glicina 0,3M, BSA 
1 % p/v y Tween-20 0.05% v/v durante 1hora a 37°C. En los casos en los que se necesitó 
permeabilizar las células para la evaluación de proteínas citoplasmáticas, se agregó el 
surfactante Tritón-X 0.02% v/v. Luego, las secciones fueron incubadas durante toda la 
noche a 4°C con los siguientes anticuerpos: cabra anti-IgE humano conjugado a FITC 
(1:50, SouthernBiotech, AL, EE.UU.) o cabra anti-CCL26/eotaxina-3 (1:25, R&D, MN, 
EE.UU.) seguido de 2 horas de anticuerpos anti- γ globulina de cabra Alexa Fluor® 488 
(1:300, Abcam, Cambridge, Reino Unido). Finalmente se utilizó ioduro de propidio 
(1µg/ml; Sigma, MO, EE.UU.) para colorear los núcleos y se montaron con un medio de 
montaje para fluorescencia (Dako, CA, EE.UU.). 
En todos los casos las imágenes se obtuvieron con un microscopio confocal SP5 
Leica y se analizaron con los programas LAS AF Lite y Fiji. 
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4. Análisis de la expresión génica  
4.1 Extracción ARN total y síntesis de ADN complementario (ADNc) 
Los pólipos y biopsias se conservaron en RNAlater (Invitrogen, CA, EE.UU.) a 4°C 
durante 12 horas y 4 horas respectivamente. Luego de la incubación, se descartó el 
conservante y se almacenaron a -80°C hasta su utilización. La extracción de ARN se 
realizó empleando el kit comercial IllustraRNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare, 
Little Chalfont, Reino Unido) y la muestra se conservó a -80°C hasta su utilización. Su 
cuantificación y control de calidad se realizó por métodos espectrofotométricos 
utilizando un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU). Para la síntesis del ADNc 
se partió de 1 μg de ARN total como molde, se utilizó la transcriptasa reversa MMLV 
(Invitrogen, CA, EE.UU.) y una mezcla de cebadores generados al azar. El producto 
obtenido se conservó a -20°C hasta su uso. Las reacciones se llevaron a cabo en un 
termociclador Master cycler gradient (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) con el 
siguiente programa: 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 37°C y 15 minutos a 70°C. 
 
4.2 Cuantificación de la expresión génica por PCR en tiempo real 
La PCR cuantitativa para cada uno de los genes de interés (GDI) se realizó 
mediante el sistema SYBR Green PCR Master Mix (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) 
utilizando un termociclador iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Las secuencias de 
los cebadores empleados se detallan en la Tabla 1 (aquellos obtenidos de bibliografía se 
indican con un asterisco). El programa de amplificación utilizado fue el siguiente: 2 
minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 45 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a la 
temperatura indicada, con una curva final de desnaturalización 55°C a 95°C (en pasos 
de 0,5°C/10 segundos). El nivel de expresión relativa de los GDIs se calculó uti lizando β-
actina como gen normalizador utilizando la siguiente ecuación: 
 
Expresión relativa del GDI = 2-∆Ct= 2-(Ct GDI - Ct β-actina)x109 
Ct: Cycle threshold (ciclo umbral) 
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Los cebadores se diseñaron con el programa PerlPrimer (Marshall, 2004). 
Brevemente, utilizando una secuencia de referencia del ARNm de interés obtenida de la 
base de datos del NCBI (NIH, MR, EE.UU.), se buscaron secuencias que abarquen zonas 
de unión exón-exón de tamaño entre 20 a 24 pb, y que amplifiquen fragmentos de 
entre 60-120 pb. Asimismo, se tuvo en cuenta que la temperatura de apareamiento sea 
similar entre ambos cebadores y que el sitio de unión no sea en regiones con 
estructuras secundarias. Una vez obtenidos los cebadores, se verificó su eficiencia 
realizando una PCR cuantitativa con diluciones seriadas de una muestra que exprese el 
ARNm en cuestión y se evaluó la linealidad de la cuantificación. 
 
Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados para el estudio de la expresión 
relativa de ARNm por PCR en tiempo real. 
 
*(Stubbs et al., 2010, p. 26)**(Bao et al., 2017) 
 
 
5.  Cuantificación de proteínas solubles  
Las muestras de los tejidos o biopsias se pesaron y conservaron a -80°C en un 
tubo seco hasta su procesamiento. Se obtuvo el lisado proteico de las mismas a partir 




IFN-γ AATTGGAAAGAGGAGAGTGAC CATTCATGTCTTCCTTGATGG 
IL-13 CAGTTCAACTGAAACTTCG TCTGCAACTTCAATAGTCAG 
IL-4 CGACTGCACAGCAGTTCCA AGGTTCCTGTCGAGCCGTTT 
IL-5 CATCGAACTCTGCTGATAGCC CATCGAACTCTGCTGATAGCC 
β-ACTINA CCTGGCACCCAGCACAAT GCCGATCCACACGGAGTACT 
CCL-5 CCCATATTCCTCGGACAC TCTTTCGGGTGACAAAGC 
CCL-26* ACACGTGGGAGTGACATATCCA GACTTTCTTGCCTCTTTTGGTAGTG 
TSLP** ATGTTCGCCATGAAAACTAAGGC GCGACGCCACAATCCTTGTA 
IL-33 GACTCCTCCGAACACAGAGCTGC AGGCCAGAGCGGAGCTTCAT 
ST2s GGCACACCGTAAGACTAAGTAG CAATTTAAGCAGCAGAGAAGCTCC 
ST2L ATGTTCTGGATTGAGGCCAC GACTACATCTTCTCCAGGTAGCAT 
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lisis: 10 mM Tris–HCl (pH 8.0), 5mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% v/v Nonidet P40, 10% v/v 
glicerol, 1µM vanadato de sodio y el inhibidor de proteasas comercial cOmplete EDTA 
free Protease Inhibitor (Roche, Mannheim, Alemania). La cantidad de solución agregada 
se calculó según el peso de la muestra:  
5 x peso del tejido en mg = volumen de solución de lisis en μl  
Las muestras se incubaron durante 1 hora a 4°C en agitación y se centrifugaron a 
15.000 xg durante 15 minutos a 4°C. Se colectó el sobrenadante y se almacenaron a -
80°C. 
La concentración de IL-13, IFN-γ, IL-4 e IL5 se determinó por medio de un ELISA 
de captura empleando equipos comerciales (R&D Systems, MN, EE.UU.) y siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
6.  Estudio de inmunoglobulinas por microscopía de disección láser y análisis 
génico por PCR  
 6.1 Análisis de la recombinación del cambio de clase de inmunoglobulinas  
Las muestras frescas se embebieron en CRYOPLAST® y se realizaron los cortes 
como se describió en 3.4. Los crio-bloques se cortaron en secciones de 20 μm de 
espesor con criótomo y se colocaron sobre portaobjetos específicos para microscopía 
de disección láser. Posteriormente, las secciones de tejido fueron fijadas con etanol 
70 % v/v, teñidas con hematoxilina (Bipopack, Buenos Aires, Argentina) y deshidratadas 
con concentraciones ascendentes de etanol. Las muestras teñidas se observaron con luz 
blanca por microscopía óptica y se localizaron estructuras similares a centros 
germinales. Las mismas fueron cortadas usando un sistema de microdisección laser 
LDM 6000 (Leica, IL, EE.UU). Las disecciones fueron recolectadas en solución de lisis 
para ARN, el cual fue extraído y transcripto a ADNc según el protocolo de la sección 4 
anterior. Como control se utilizaron secciones de los PJ totales y de las biopsias de TCP 
en los que no se observó infiltrado inflamatorio (evaluado por microscopía con 
hematoxilina). En las muestras con el ADNc se evaluaron los transcriptos transitorios e 
intermediarios que regulan la recombinación para el cambio de isotipo (Figura 10) y las 
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inmunoglobulinas maduras. Los mismos fueron analizadas por PCR, utilizando los 
cebadores y las temperaturas de apareamiento detallados en la  
Tabla 2. Finalmente los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles 
de agarosa 2 % p/v en solución tampón tris-borato-EDTA, se tiñeron con bromuro de 
etidio y se visualizaron con UV. 
Tabla 2. Secuencia de cebadores utilizados para el estudio del cambio de 
isotipo por PCR. 
Temp. : Temperatura de apareamiento. 
Gen Pasos de PCR 
Secuencia (5’-3’) Temp. 
°C Directo Reverso 
AID 
PCR 1 GAGGCAAGAAGACACTCTGG GTGACATTCCTGGAAGTTGC 56 
PCR 2 TAGACCCTGGCCGCTGCTACC CAAAAGGATGCGCCGAAGCTGTCTGGAG 60 
GLT γ1 PCR única GATGCCAGGATGGGCACGAC GGCATGTGTGAGTTTTGTCACAA 59 
GLT γ3 PCR única GATGCCAGGATGGGCACGAC GGCACGGGGGAGG 59 
GLT γ4 PCR única GATGCCAGGATGGGCACGAC GGGCATGGGGGACCATA 59 
GLT ε PCR única GGCCACACATCCACAGGC GGGGTGAAGTCCCTGGAGC 59 
CT μ-ε 
PCR 1 GGGAGCTGTCCAGGAACCCGACAGAGC GTTGCCGTTGGGGTGCTGG 66 
PCR 2 GGCCACACATCCACAGGC GTTGCCGTTGGGGTGCTGG 60 
CT γ-ε 
PCR 1 GGGAGCTGTCCAGGAACCCGACAGAGC CCAACTCTCTTGTCCACCTTGG 66 
PCR 2 GGCCACACATCCACAGGC CCAACTCTCTTGTCCACCTTGG 60 
CT γ1-ε 
PCR 1 GGGAGCTGTCCAGGAACCCGACAGAGC GGCATGTGTGAGTTTTGTCACAA 66 
PCR 2 GGCCACACATCCACAGGC GGCATGTGTGAGTTTTGTCACAA 60 
CT γ3-ε 
PCR 1 GGGAGCTGTCCAGGAACCCGACAGAGC GGCACGGGGGAGG 66 
PCR 2 GGCCACACATCCACAGGC GGCACGGGGGAGG 60 
CT γ4-ε 
PCR 1 GGGAGCTGTCCAGGAACCCGACAGAGC GGGCATGGGGGACCATA 66 
PCR 2 GGCCACACATCCACAGGC GGGCATGGGGGACCATA 60 
Cadena ε  PCR única GACACGGCTGTGTATTACTGTGCG CGGAGGTGGCATTGGAGG 62 
Cadena γ1  PCR única GACACGGCTGTGTATTACTGTGCG GGCATGTGTGAGTTTTGTCACAA 62 
Cadena γ3  PCR única GACACGGCTGTGTATTACTGTGCG TTGTGTCACCAAGTGGGGTTTTGAGC 62 
Cadena γ4  PCR única GACACGGCTGTGTATTACTGTGCG GGGGTGAAGTCCCTGGAGC 62 
Cadena μ  PCR única GACACGGCTGTGTATTACTGTGCG AGACGAGGGGGAAAAGGGTT 62 
Cadena δ  PCR única CCTCCCGAGGCGGCCTCGTGGC GTGGCGGACAGAGGGGAGCCGG 62 
Cadena α1  PCR única GACACGGCTGTGTATTACTGTGCG GGGTGGCGGTTAGCGGGGTCTTGG 62 
α2 chain PCR única GACACGGCTGTGTATTACTGTGCG TGTTGGCGGTTAGTGGGGTCTTGCA 62 
HPRT1 PCR única TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 62 
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Figura 10. Recombinación del cambio de clase directo y secuencial a IgE.  
Mecanismos involucrados en la CSR directa y secuencial en la producción 
de IgE. En rojo se muestran la región de unión de los cebadores utilizados 
para evidenciar la recombinación.  
C: Región constante, I: exón I del gen de línea germinal, S: región de 
recombinación. 
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6.2 Estudio de la región variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas 
Las distintas familias de la región variable de la cadena pesada (VH) se estudiaron 
mediante PCR a partir de las muestras obtenidas por microscopía de disección láser, 
tejido de pólipo completo y biopsias de tejidos circundantes a los pólipos utilizando 
cebadores que fueron diseñados para amplificar el segmento comprendido entre la 
región de unión JH y VH. La temperatura de apareamiento fue de 62°C para todos los 
casos. En la Tabla 3 se muestran las secuencias de los cebadores empleados. Esta 
metodología se realizó en colaboración con el grupo de la Dra. Mirta Giordano del IMEX. 
 
Tabla 3. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificación de las 
diferentes familias de VH por PCR. 
 
 
7.    Cultivos primarios y establecimiento de líneas celulares  
7.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica y establecimiento 
de líneas de linfocitos B y T  
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por su sigla en inglés de 
Peripheric blood monuclear cell) se aislaron utilizando un gradiente de Ficoll-Paque™ 
PLUS (GE Healthcare, IL, EE.UU.), para el cual se diluyó la sangre anticoagulada a la 
mitad con PBS pH 7.4 estéril. El gradiente se realizó por centrifugación a 400xg durante 
30 minutos. Las PBMCs obtenidas de cada muestra se lavaron con PBS y se dividieron 




VH1/7 CCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT 
VH2 TCCTGCGCTGGTGAAAGCCACACA ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT 
VH3 GGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT 
VH4 CGCTGTCTCTGGTTACTCCATCAG ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT 
VH5 GAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAA ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT 
VH6 CCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT 
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ser utilizadas posteriormente como CPAs singeneicas, y la otra destinada al 
establecimiento de líneas celulares de linfocitos T. En ambos casos, los cultivos se 
llevaron a cabo en placas de cultivo de 24 pocillos y fondo plano estériles (CELLSTAR, 
Greiner Bio-one, Kremsmünster, Austria). Todos los cultivos se realizaron a 37°C bajo 
atmósfera controlada de 5% CO2 y humedad relativa de 95%. Las células fueron 
controladas periódicamente mediante observación al microscopio invertido. 
 
7.1.1. Líneas de linfocitos B (EBVs) 
Las PBMCs fueron resuspendidas en 250 μl de PBS con 1 μg/ml ciclosporina A 
(Sigma, MO, EE.UU.) e incubadas por 5 minutos. Luego fueron inoculadas con el virus de 
Epstein-Barr aislado a partir de sobrenadantes de cultivo de la cepa productora B95-8, 
con el fin de generar líneas celulares inmortalizadas. Una vez que se observaron 
cúmulos de células en proliferación se transfirieron a una botella de cultivo y se 
mantuvieron en cultivo con medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640 – 
Sigma, MO, EE.UU.), suplementado con 62.4 µg/ml penicilina (Bagó, CBA, Argentina), 
100 µg/ml estreptomicina (Bagó, CBA, Argentina),0,25 µg/ml de anfotericina B (Gibco® 
Antibiotic-Antimycotic, Thermo Fisher, MA, EE.UU.) y 10% suero fetal bovino (Gibco®, 
Thermo Fisher, MA, EE.UU.). 
 
7.1.2. Líneas de linfocitos T específicos de leche de bovina   
Las células destinadas a estos cultivos fueron resuspendidas en 500 μl de medio 
de cultivo UltraCULTURE™ (Lonza, Basilea, Suiza) y divididas en volúmenes iguales en 2 
fosas de una placa de cultivo de 24 fosas. Se les añadió 250 μl de medio de cultivo UCØ 
(medio UltraCULTURE™), suplementado con β-mercaptoetanol 50 μM (Sigma, MO, 
EE.UU.), L-glutamina 2 mM (Lonza, Basilea, Suiza) y antibióticos, en ausencia (control) o 
presencia de 1 mg/ml PLV (leche en polvo descremada La Serenísima). La concentración 
final celular fue de 1x106 células/ml. Las células se mantuvieron en cultivo entre 4 y 6 
días; aquellos cultivos con PLV en dónde se observó proliferación (cúmulos de células al 
microscopio), se les añadió 10 U de IL-2 humana recombinante (Preprotech, NJ, EE.UU.). 
Luego de 8-12 días luego del aislamiento, las células se lavaron y resuspendieron a una 
concentración de 1x106 células/ml en medio UCØ con 10 U/ml de rhIL-2, 1x106 PBMCs 
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alogénicas irradiadas (50 Gy) por ml y 10% v/v suero humano AB+ y dispensadas de a 200 
μl en placas fondo en U de 96 pocillos (JET BIOFIL, Cantón, China). Dos veces por 
semana se realizó una amplificación de los LT dividiendo a la mitad el volumen de cada 
fosa y añadiendo 100 μl del medio de cultivo suplementado. Una vez cada 2 semanas, 
se sustituyeron las PBMCs irradiadas por linfocitos B inmortalizados e irradiados del 
mismo paciente, pre-incubadas con leche de vaca 1mg/ml. De esta manera se amplificó 
la población de LT específicos de PLV y se congeló en nitrógeno líquido hasta su 
caracterización. 
 
7.2 Aislamiento de células epiteliales de pólipos colorrectales y análisis génico 
Los pólipos fueron lavados durante 30 minutos en HBSS 1X (Hank´s Balanced Salt 
Solution, GIBCO, Thermo Fisher, MA, EE.UU.) suplementado con antibióticos, para luego 
proceder a la remoción de la capa de células epiteliales mediante agitación vigorosa 
durante 20 minutos a 37°C en HBSS suplementado con ácido etilendiaminotetraacético 
(EDTA) 0,5 mM y ditiotreitol (DTT) 1 mM. El sobrenadante enriquecido en células 
epiteliales fue retirado por aspiración y centrifugado a 500xg. Se descartó el 
sobrenadante y las células del pellet fueron lavadas y resuspendidas en solución de lisis 
suplementada con β-mercaptoetanol, correspondiente al primer paso del kit de 
extracción de ARN total ya mencionado para el aislamiento y se conservaron a -80oC 
hasta realizar la extracción. Una vez aislado el ARN y obtenido el ADNc como ya se 
mencionó, se realizó el análisis de los transcriptos de interés.  
 
7.3 Aislamiento de células de la lámina propia de pólipos colorrectales 
El tejido remanente del aislamiento de células epiteliales, el estroma o lámina 
propia, se seccionó en segmentos de 1 mm empleando bisturíes, y se digirió durante 30 
minutos a 37 °C con 1 mg/ml de colagenasa tipo I (Roche, IN, EE.UU.) y 10 U/ml de 
DNasa recombinante de páncreas bovino tipo I (Roche, IN, EE.UU.) en RPMI completo 
con antibióticos. Posteriormente, se filtró la suspensión celular resultante con un filtro 
de 80 μm (BD Falcon, NJ, EE.UU.) y se lavaron las células con medio de cultivo. La 
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suspensión enriquecida en células de la lámina propia fue centrifugada a 500xg y las 
células fueron resuspendidas en distintos medios dependiendo del procedimiento a 
realizar. 
 
7.4 Establecimiento de línea de linfocitos T de lámina propia 
El pellet obtenido fue resuspendido en medio UCØ (1x106 células/ml) 
suplementado con 10 U/ml rh IL-2, 10 ng/ml rh IL-7 (Preprotech, NJ, EE.UU.), 10 ng/ml 
rh IL-15 (Preprotech, NJ, EE.UU.), y 10% v/v suero humano AB+. La suspensión se dividió 
de a 200 μl en placas de 96 fosas fondo en U en dos grupos: control (solo medio de 
cultivo) o con el agregado de 1mg/ml PLV. Entre los días 6 y 8 luego del aislamiento, las 
células fueron lavadas y resuspendidas a una concentración de 1x106 células/ml en el 
medio ya mencionado suplementado con 1x106 PBMCs alogénicas irradiadas por ml. La 
suspensión fue dispensada de a 200 μl en placas fondo en U y amplificada dos veces por 
semana dividiendo a la mitad el volumen de cada fosa y añadiendo 100 μl del medio de 
cultivo con los suplementos recién mencionados. Una vez, cada 2 semanas, las PBMCs 
irradiadas se sustituyeron por células B inmortalizadas e irradiadas del mismo paciente, 
pre-incubadas con leche de vaca 1mg/ml. 
 
8.    Análisis de las células obtenidas por citometría de flujo multiparamétrica 
 8.1 Estudio de las poblaciones celulares 
Las células obtenidas en 7.3 (en fresco y sin realizar cultivo previo) se bloquearon 
con suero humano inactivado y marcaron con anticuerpos conjugados a diferentes 
fluorocromos durante 30 minutos a 4°C. Las células se lavaron y resuspendieron en PBS 
suplementado con 10% SFB para ser analizadas en un citómetro FACSCalibur (BD 
Biosciences, NJ, EE.UU.). Los datos se analizaron con el software FlowJo 7.6.2.  
Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: anti-CD3 humano conjugado a 
FITC (1:50, Clon OKT3, eBioscence Invitrogen, CA, EE.UU.), anti-CD4 humano conjugado 
a PE (1:25, Clon RPA-T4, eBioscence Invitrogen, CA, EE.UU.) y anti-CD8 humano 
conjugado a APC (1:25, Clon RPA-T8, BD Pharmigen, NJ, EE.UU.). Además, para evaluar 
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la viabilidad celular se utilizó 7-AAD (BD Pharmingen, NJ, EE.UU.) y los correspondientes 
controles de isotipo para el resto de las marcas. 
 
8.2 Ensayos de proliferación celular y secreción de citoquinas 
El análisis de la proliferación de los linfocitos T frente a PLV fue evaluada utilizando 
el colorante éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE, por su sigla en inglés de 
Carboxyfluorescein succinimidyl ester) (Invitrogen, CA, EE.UU.) por citometría de flujo. 
Para esto, las líneas de LT establecidas fueron incubadas por un período de 10 días, 
durante el cual no se les agregó ni suplementó el medio de cultivo, con el objeto de 
detener la proliferación. Al momento del ensayo, primero, se pre-incubaron las EBVs 
obtenidas con las PLV durante 16 horas y se irradiaron, lo cual detiene su proliferación. 
Para la marcación con CFSE las células de las líneas T se lavaron con PBS y 
resuspendieron en PBS con CFSE 1 μM a razón de 1x106 células/ml, luego se incubaron 
en oscuridad a 37°C durante 15 minutos con agitación cada 5 minutos. Posteriormente, 
se llevaron al triple de volumen con medio RPMI completo, se incubaron en oscuridad 5 
minutos y se realizaron 3 lavados con el mismo medio. Finalmente, las células se 
resuspendieron en medio AIM-V (Gibco Antibiotic-Antimycotic, Thermo Fisher, MA, 
EE.UU.) (1x106 células/ml). Para evaluar la proliferación específica se utilizaron placas 
de 96 pocillos fondo en U (Jet Biofil, Cantón, China) en donde se colocaron 1x105 LT 
marcadas con CFSE y 1x105EBVs singeneicas. Los ensayos se realizaron por triplicado 
utilizando los siguientes estímulos:  
- Control negativo: medio de cultivo AIM-V. 
- Control positivo: fitohemaglutinina (PHA por su sigla en inglés de 
Phytohaemagglutinin) 0,5 % (Sigma,MO, EE.UU.) e IL-2 10 U/ml. 
- Estímulo: PLV 1 μg/ml.  
Luego de 72 horas de cultivo a 37°C se colectó el sobrenadante y se almacenó a -
80°C para la posterior medida de IL-13, IFN-γ, e IL-5 por ELISA de captura comercial 
como se indicó previamente en 5, para caracterizar el fenotipo T (TH1 o TH2). Las células 
se centrifugaron a 300xg durante 10 min, se bloquearon con suero humano y se 
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incubaron con anti-CD3 humano conjugado a APC (1:50, Clon OKT3, eBioscience 
Invitrogen, CA, EE.UU.) durante 30 minutos en oscuridad y a 4oC. Se utilizó 7-AAD (BD 
Pharmingen, NJ, EE.UU.) como marcador de viabilidad celular. Finalmente, las células se 
lavaron, se resuspendieron en PBS con SFB 5% v/v y se adquirieron en el citómetro de 
flujo FACSCalibur. 
 
9.    Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.0. Las 
comparaciones entre los distintos ensayos se hicieron utilizando la prueba t-student 
pareado o no según corresponda. La elección entre paramétrico o no-paramétrico se 
basó en el resultado de la prueba de D'Agostino-Pearson. Los valores de p se detallan 
en cada gráfico, igualmente se consideró un valor de p<0.05 como significativo. Cada 
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Evaluación clínica de los pacientes y 
caracterización de los pólipos juveniles 
 
Objetivos específicos 
- Evaluar la condición alérgica de los pacientes que presentan sangrado rectal 
y pólipos juveniles colorrectales.  
- Caracterizar el infiltrado inflamatorio presente en los pólipos juveniles y 
compararlo con las biopsias del TCP. 
 
1.  Caracterización de la cohorte de pacientes y resultados hallados 
Entre el año 2015 y 2019 asistieron al Hospital de Niños Sor María Ludovica de La 
Plata 211 pacientes que presentaban sangrado rectal como único síntoma, a excepción 
de 35 niños que también refirieron dolor abdominal. En todos los pacientes se realizó 
una video-colonoscopía y en el 47.4% (n=100) se observaron PJs e HNL en el intestino 
grueso, mientras que en el 45.5% restante (n=96) solo se observó HNL en la misma 
zona, el 2.8% (n=6) presentó enfermedad inflamatoria intestinal, en el 1.9% (n=4) 
poliposis adenomatosa familiar y el 1.9% (n=4) no presentó ninguna anormalidad. 
Cabe destacar que parte de los pacientes que solo presentaban HNL, también 
mostraron cicatrices compatibles con la formación y probable desprendimiento 
posterior de un pólipo. Por lo tanto, consideramos que el sangrado se originó por el 
pólipo colorectal y/o la HNL.  
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En el presente trabajo se estudiaron 100 PJ, y se encontró que la totalidad de los 
mismos fueron pedunculados y de un tamaño variable de entre 0.5 a 2.10 cm de 
diámetro (mediana= 1.20 cm RIC=0.77-1.70 cm) (Figura 11). La ubicación 
predominante de los mismos fue en recto-sigmoideo en el 93.0% de los casos (n=93), 
mientras que un 5.0% se lo removió del colon transverso, y el 2.0% restante, del colon 
ascendente. El 76.0% (n=76) de los pólipos se presentaron de forma solitaria, mientras 
que en el 24.0% restante (n=24) se presentaron de 2 a 5 pólipos. En la totalidad de los 
pacientes los pólipos fueron extraídos durante la colonoscopía como medida 
preventiva frente a la posibilidad de desarrollo tumoral, y un fragmento de los mismos 
nos fue remitido para realizar los estudios que aquí se presentan. El análisis 
histopatológico mostró que el 100% de los pólipos fueron negativos para marcadores 
tumorales, ni mostraron una histología compatible con este tipo de procesos. En la 






Figura 11. Pólipos Juveniles durante una colonoscopía.  
(A) Fotografía de un pólipo juvenil. La flecha indica zonas de HNL leve. 
(B) Imagen representativa del tamaño promedio de un pólipo juvenil.  
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Con el objetivo de determinar la condición alérgica de los pacientes, a la 
totalidad de los mismos se confeccionó una historia clínica, pruebas cutáneas, 
serología para IgE y recuento de eosinófilos periféricos. En la Tabla 4 se resumen los 
resultados obtenidos de los pacientes con PJ y en la   
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Tabla 5 se muestran los resultados de los pacientes únicamente con HNL. La 
información completa de cada uno de los pacientes se incluyó en la Tabla 6. Debido a 
limitaciones experimentales, ciertas determinaciones fueron realizadas en un número 
menor de pacientes (información detallada en la tabla, columna n), dado que la 
cantidad de muestra no fue suficiente.  
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Tabla 4. Pacientes que presentan PJ e HNL 
 
 UI/ml: Unidades internacionales por mililitro de suero. RIC: Rango Intercuartilo 
* Clase: semicuantificación del nivel de IgE específica en suero. Clase 0 
corresponde a un nivel normal de IgE y clase 4 al máximo nivel de IgE específica. 
 
  
n Características Valor 
100 Edad (años) mediana, (RIC) 5.5 (3.0 – 7.0) 
100 Niños, n (%) 65 (65) 
50 Historia de alergia Personal Familiar Personal o familiar 
 Condición atópica, n (%) 20 (40) 19 (38) 30 (60) 
 Rinitis alérgica 4 (8) 3 (6) - 
 Dermatitis atópica 6 (12) 2 (4) - 
 Asma 4 (8) 9 (18) - 
 Alergia a leche de vaca 3 (6) 0 (0) - 
 Otras alergias 5 (10) 6 (12) - 
78 Eosinófilos en sangre mediana, (RIC) 5.4 (2 - 8) 
85 IgE total (UI/ml) mediana, (RIC) 204 (51 - 437) 
85 Nivel de IgE total > 60 UI/ml, n (%) 62 (72.9) 
77 IgE específica a PLV, n (%) 62 (80.5) 
  Clase 1* 26 (33.7) 
  Clase 2* 15 (19.5) 
  Clase 3* 15 (19.5) 
  Clase 4* 6 (7.8) 
50 IgE específica a Maní, n (%) 44 (88.0) 
  Clase 1* 18 (36.0) 
  Clase 2* 13 (26.0) 
  Clase 3* 2 (4.0) 
  Clase 4* 11 (22.0) 
56 IgE específica a Soja, n (%) 41 (73.2) 
  Clase 1* 12(21.5) 
  Clase 2* 15 (26.8) 
  Clase 3* 3 (5.3) 
  Clase 4* 11 (19.6) 
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UI/ml: Unidades internacionales por mililitro de suero 
RIC: Rango Intercuartilo 
* Clase: semicuantificación del nivel de IgE específica en suero. Clase 0 
corresponde a un nivel normal de IgE y clase 4 al máximo nivel de IgE específica. 
 
  
Características, n=13 Valor 
Edad (años) mediana, (RIC) 5.0 (3.0 – 9.5) 
Niños, n (%) 9 (69) 
Historia de alergia Personal Familiar Personal o familiar 
Condición atópica, n (%) 1 (8) 1 (8) 2 (15) 
Rinitis alérgica 0 (0) 0 (0)) - 
Dermatitis atópica 0 (0) 0 (0) - 
Asma 1 (8) 1 (8) - 
Alergia a leche de vaca 0 (0) 0 (0) - 
Otras alergias 0 (0) 0 (0) - 
Eosinófilos en sangre mediana, (RIC) No medido 
IgE total (UI/ml) mediana, (RIC) 45 (22 – 101) 
Nivel de IgE total > 60 UI/ml, n (%) 4 (31) 
IgE específica a PLV, n (%) 2 (15) 
 Clase 1* 1 (8) 
 Clase 2* 0 (0) 
 Clase 3* 1 (8) 
 Clase 4* 0 (0) 
IgE específica a Maní, n (%) 3 (23) 
 Clase 1* 2 (15) 
 Clase 2* 1 (8) 
 Clase 3* 0 (0) 
 Clase 4* 0 (0) 
IgE específica a Soja, n (%) 3 (23) 
 Clase 1* 1 (8) 
 Clase 2* 0 (0) 
 Clase 3* 2 (15) 
 Clase 4* 0 (0) 
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Considerando los pacientes en los que se pudieron realizar la totalidad de las 
determinaciones, pudimos observar que el 60% de los mismos presentaron 
antecedentes familiares o personales de alergia, siendo el asma el trastorno más 
frecuente, seguido por dermatitis atópica y rinitis alérgica. El diagnóstico de una 
alergia alimentaria se basó en la anamnesis, prueba cutánea y determinaciones 
serológicas. Dado que en Argentina no se realiza la prueba diagnóstica confirmatoria 
por excelencia, desafío oral doble ciego con placebo, la historia clínica es lo que definió 
básicamente el diagnóstico. La dieta de restricción de lácteos indicada a los pacientes 
en los que se encontró pólipos constituyó también una herramienta diagnóstica. La 
prueba cutánea mostró que de 18 pacientes con PJ en los que se pudo realizar, solo el 
16.6% (n=3) mostraron una prueba positiva con caseína y/o lactoglobulina y 5.5% (n=1) 
a trigo. Con respecto a las determinaciones en sangre, sobre 78 pacientes a los que se 
les realizó un hemograma, encontramos que el 45.3% presentó eosinofilia (valor 
mayor a 5%); en 85 pacientes se realizó serología para IgE y encontramos que el 88.0 % 
de los pacientes presentó IgE específica a leche de vaca, soja o maní positivas, y un 
72.9 % presentó IgE total elevada de acuerdo a la edad (mayor a 60 UI/ml). Al 
comparar estos valores con los presentados por los pacientes con solo HNL, se 
encontró que éstos muestran una cantidad significativamente menor de IgE total en 
suero (Figura 12), y solo el 23% de los pacientes presentaron IgE específica a leche, 
soja o maní; la mayoría de estos pacientes solo con HNL no presentó antecedentes 
personales y/o familiares de alergia o atopía. 
Figura 12. Medida de IgE total en suero. 
Evaluación de IgE total en suero de pacientes con HNL o con PJ e HNL (PJ). 
Prueba estadística t-Student pareado no paramétrico. Los gráficos 
muestran la media ± SEM y el número de mediciones realizadas (n). 
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PL-01 5 F 17 431 3  -  - (+) No Asma 
PL-02 7 F 8 212 3  -  - (-) Rinitis Asma 
PL-03 3 M 7 245 2  -  - (+)  - -  
PL-04 4 M 2 791 3  -  - - Dermatitis  Dermatitis  
PL-05  - M  - 243 4  -  -  -  -  - 
PL-06 3 M 6 479 1  -  - -  -  - 
PL-07 3 M 14 - -  -  - -  -  - 
PL-08 2 M 12 1000 3  -  - -  -  - 
PL-09 3 M  - 18 2  -  -  - Dermatitis  No 
PL-10 3 F 9 226 4  -  - (-) Dermatitis  Asma 
PL-11 3 F 3 0 2  -  - -     
PL-12 6 F 22 - -  -  - - No No 
PL-13 6 M - 1000 3  -  - - Urticaria No 
PL-14 3 M 3 391 2  -  - - Dermatitis No 
PL-15 4 M 3 549 1 2 - (-) No No 
PL-16 6 F 0 76 3 4 -  - No Atopía 
PL-17 6 m M 3 0 0 -   - (-) ALV No 
PL-18 5 F 9 98 3  -  - -  - -  
PL-19 4 M 2 29 1  -  -  -  - -  
PL-20 3 F 2 51 3 -  - - Asma, rinitis Asma, rinitis 
PL-21 6 M 3 20 4 -  -  -  -  - 
PL-22 3 M 7 76 2 -  - - Dermatitis  Asma   
PL-23  - M  - 51 1 -  -  -  - -  
PL-24 4 F 5 50 2 -  - (-) No Dermatitis 
PL-25 5 M 14 304 1 -  -  - - -  
PL-26 3 M 3 - - -  - - - - 
PL-27 3 F 2 - - -  -  - - -  
PL-28 11 M - 249 - - -  -  -  - 
PL-29 6 M 6 0 0 - - (-) No No 
PL-30 4 M 2 19 0 - - -  - -  
PL-31 3 M 2 517 - - - -   -  - 
PL-32 10 M 2 457 0 - -  - No No 
PL-33 10 F 3 -   -  - -   - No No 
PL-34 4 M 3  -  -  -  -  -  -  - 
PL-35 7 M 3  -  -  -  -  -  -  - 
PL-36 8 F 3  -  -  -  -  -  -  - 
PL-37 14 F 3  -  -  -  -  -  -  - 
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PL-38 5 M 2  -  -  -  -  -  -  - 
PL-39 10 M 3 70 0  -  -  -  -  - 
PL-40 1 F 12 597 1 - -  -  -  - 
PL-41 6m M 1 11  -  -  - (-) Dermatitis  No 
PL-42 7 M 8 125 - - -  - Urticaria No 
PL-43 5 M 3 -  - -  -   - Asma Asma  
PL-44 -  M  -  -  - -  -  -   -  - 
PL-45 7 M  - 23 0  -   -   -  -  - 
PL-46 -  M  - 195  - -  -   -  -  - 
PL-47 9 F 2  -  -  -  -  -  -  - 
PL-48 3 M 5 543  -  -  -  -  - -  
PL-49 3 M 2 78 0  -  -  - No No 
PL-50 - F - 204  -  -  -  -  - -  
PL-51 4 F 2 252 -   -   -  (-) No No 
PL-52 4 M 2 148  -   -   -  (-) No No 
PL-53 6 F 4 213 1 - - (-) No No 
PL-54 3 M 9 525 1 - - -  No Atopía 
PL-55 5 M 2 107 2 - - (-) No No 
PL-56 6 F 2 239 1 - - (-) No No 
PL-57 3 M 6 210 3 - -  - Rinitis Atopía 
PL-58 8 F 2 271 2 - -  - No No 
PL-59 4 F 5 11 2 - -  - Atopía No 
PL-60  - M -  158 2 - -  -  - -  
PL-61 5 M 2 25 0 - -  - No No 
PL-62 5 F 2 32 1 - -  - No No 
PL-63 5 M 6 282 0 0 0  - No No 
PL-64 4 M 12 313 0 0 0  - No No 
PL-65 5 M 5 86 1 1 1  - Alergia a 
hormigas 
No 
PL-66 4 F 5 628 1 2 2  - No Atopía 
PL-67 3 M 3 716 2 4 4  - No No 
PL-68 3 F 2 918 3 4 4  - No No 
PL-69 -  F  - 46 1 - -  -  -  - 
PL-70 -  F  - 104 4 0 0  -  -  - 
PL-71 4 M 2 82 1 1 0  - No Asma 
PL-72 4 M 2 15 4 2 0 (-) No No 
PL-73 7 M 2 - - - -  - No No 
PL-74 4 M 8 369 4 4 4  - ALV No 
PL-75 4 M 22 363 1 3 4  - -  - 
PL-76 3 F 3 3 0 0 0  - -  - 
PL-77 7 M 12 2940 2 3 4  -  -  - 
PL-78 5 F 2 14 1 1 -  -  -  - 
PL-79 3 M 2 15 2 1 3  -  -  - 
PL-80 8 M 13 1318 0 1 1  -  -  - 
PL-81 6 M - 315 1 - -  -  -  - 
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PL-82 4 M 12 838 1 2 2  - Alergia a 
hormigas 
No 
PL-83 6 M 10 264 1 1 2  -  -  - 
PL-84 6 M 5 9 1 1 2  -  -  - 
PL-85 5 M - 544 2 2 3  -  -  - 
PL-86 - F 3 161 1 1 2  - ALV Urticaria 
PL-87  - F -  75 1 2 2  -  -  - 
PL-88 9 M -  443 0 0 0  -  -  - 
PL-89 14 F 8 -  -  -  -   - Asma No 
PL-90 9 F -  10 1 1 1 - No Rinitis 
PL-91 4 M 4 43 1 1 1  -  -  - 
PL-92 6 F - 120.9 1 1 1  -  -  - 
PL-93 8 F 2 1193 1 1 1  -  -  - 
PL-94 4 M - 344 1 1 2  - No Asma, 
penicilina 
PL-95 8 M - 133 1 1 2 -  -  - 
PL-96 9 F 2 132 1 0 0 (-) No Rinitis 
PL-97 - M 22 2500 1 1 0  -  -  - 
PL-98 12 M - 1007 1 1 1  -  -  - 
PL-99 10 M 9 957 1 1 3 (-) Asma, rinitis Asma 
PL-100 4 M - 547 0 1 1 (-) No No 
           
C-01 11 F - 33 0 1 3 (-) No No 
C-02 6 M - 107 0 0 0 (-) No No 
C-03 5 M - 53 3 0 0 (-) No No 
C-04 12 M - 124 0 0 0 (-) No No 
C-05 4 M - 20 0 0 0 (-) No No 
C-06 7 M - 2 1 0 0 (-) No No 
C-07 10 M - 98 0 0 0 (-) No No 
C-08 1 F - 23 0 0 0 (-) No No 
C-09 2 F - 45 0 0 0 (-) No No 
C-10 9 M - 59 0 2 3 (-) No Asma 
C-11 4 M - 35 0 0 0 (-) Asma No 
C-12 3 F - 105 0 0 0 (-) No No 
C-13 3 M - 5 0 1 1 (-) No No 
 
PL: Paciente con pólipos juveniles.  
C: Pacientes con iperplasia nodular linfoide 
M: Masculino. F: Femenino  
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Teniendo en cuenta los resultados mencionados, a 50 de los 100 pacientes 
incluidos en el trabajo se les indicó una dieta de restricción libre de PLV. Solo 9 
pacientes retornaron al control médico 1 año después, y 6 de ellos no presentaron 
recidiva. Los 3 restantes mostraron recurrencia de pólipos; del interrogatorio surgió 
que 2 de ellos no siguieron la dieta de forma estricta, mientras que no disponemos de 
datos del paciente restante. 
Con estos resultados, se puede concluir que los pacientes que presentan 
sangrado rectal, HNL y PJ (n=100) presentaron antecedentes de alergia (60%) y 
reflejaron una sensibilización a alérgenos alimentarios (80%) que no desencadena una 
respuesta cutánea (17%). Asimismo, con los muy limitados casos en que no respetaron 
la dieta de exclusión podríamos inferir que el estímulo alergénico promovió la recidiva 
de los PJ. Por el contrario, los pacientes que presentaron sangrado rectal y HNL (n=13 
pacientes evaluados) no mostraron prácticamente antecedentes de alergia (15%) ni 
sensibilización a alérgenos alimentarios. 
 
2. Caracterización de los pólipos colorectales removidos 
2.1. Análisis histológico  
Con el objetivo de realizar un análisis histológico de los tejidos intestinales, una 
porción de los pólipos y de la biopsia del TCP se incluyeron en parafina y se tiñeron con 
H&E. Dado que en niños sanos no se indica la colonoscopía de control, la muestra de 
TCP la empleamos como control interno de cada paciente. En Figura 13A se puede 
observar que los PJ muestran características propias de este tipo de tejidos, tales como 
una distribución desordenada de las criptas, dilatación quística de las mismas, 
hemorragia y una lámina propia con un infiltrado inflamatorio denso compuesto por 
células mononucleares, mastocitos, neutrófilos y eosinófilos (Klos y Dharmarajan, 
2016). Por el contrario, el TCP (panel B) presentó una distribución normal de las criptas, 
escasos acúmulos linfoides y una cantidad reducida de eosinófilos. Asimismo, y como 
mencionamos anteriormente, no se observaron alteraciones histológicas compatibles 
con desarrollos tumorales.  
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Por lo tanto, pudimos observar que el estroma del pólipo presentó un infiltrado 
celular muy marcado, y diferente del encontrado en el tejido adyacente, en el que la 
distribución celular corresponde a la de un colon normal o no inflamado.  
Figura 13. Análisis histológico mediante la tinción de hematoxilina y 
eosina. 
Imágenes representativas de PJ (n=50) (A) y TCP (n=20) (B). Las imágenes de 
la derecha muestran en detalle el infiltrado celular presente en cada tejido. 
La flecha negra señala un cúmulo linfoide y las flechas rojas eosinófilos 
representativos. 
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Es de amplio conocimiento que la inflamación sostenida en el tiempo, 
inflamación crónica, puede desencadenar un proceso de fibrosis, la cual, una vez 
establecida, puede progresar de forma independiente con la consecuente pérdida de 
la función del tejido (Speca et al., 2012). Dada la consistencia de los pólipos, que 
observamos durante su procesamiento, estudiamos la fibrosis mediante la tinción 
tricrómica de Masson y encontramos una marcada fibrosis en la gran mayoría de los PJ. 
Imágenes representativas de PJ y TCP se muestran en la Figura 14. Podemos observar 
que en el tejido colónico del TCP, el colágeno (color azul), se distribuye alrededor del 
tejido vascular o por debajo de las criptas, mientras que en el pólipo se observa una 
distribución amplia en toda la lámina propia y en cantidades marcadamente 
incrementadas. Asimismo, el estroma de los PJ muestra expresión de queratina (rojo o 
café), tanto en la lámina propia, como en el compartimento epitelial, específicamente 
en los colonocitos. 
Figura 14. Análisis de fibrosis mediante la tinción tricrómica de Masson 
Imágenes representativas de PJ (n=5) (A) y TCP (n=5) (B).  
Las fibras de colágeno se observan de color azul, los núcleos marrones y los 
citoplasmas, la queratina y las fibras musculares de color rojo o café. 
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Con los resultados obtenidos hasta el momento se puede concluir que los PJs, a 
diferencia del TCP, muestran un denso infiltrado inflamatorio caracterizado 
principalmente por células mononucleares y una extensa y pronunciada acumulación 
de fibras de colágeno. 
 
2.2. Estudio del infiltrado eosinofílico 
Los eosinófilos son células de la inmunidad innata que se encuentran en la 
lámina propia intestinal en homeostasis y en procesos inflamatorios (infecciones, 
tumores y enfermedades alérgicas). En reacciones alérgicas IgE-dependientes e IgE-
independientes el número de eosinófilos en el tejido blanco aumenta 
significativamente (Weller y Spencer, 2017). En particular, en el colon sigmoideo y 
recto, la frecuencia de eosinófilos es mayor que en el resto de las porciones del tracto 
intestinal. Un valor de 32 eosinófilos por campo de gran aumento se utiliza como valor 
límite para definir un infiltrado eosinofílico en intestino (DiTommaso et al., 2019). Sin 
embargo, este valor debe validarse para cada patología. Con el objetivo de cuantificar 
el número de eosinófilos en los PJ y en el TCP, se cuantificó mediante la tinción con 
H&E el número de células con citoplasma de color rosa y núcleo bilobulado, 
correspondiente a los eosinófilos. En la Figura 15 se muestran las tinciones 
representativas de PJ y TCP, y el análisis de 50 y 20 muestras, respectivamente, que 
nos permitió concluir que los PJ presentan un infiltrado eosinofílico con una media de 
43.06 ± 3.16 eosinófilos por campo de gran aumento. Este valor se encontró 
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Por lo tanto, este análisis nos permitió caracterizar el infiltrado eosinofílico 
exclusivamente en los PJ. Sobre la base de este hallazgo estudiamos la expresión de 
quimioquinas. Existe una gran variedad de quimioquinas responsables de la atracción 
de los eosinófilos desde la médula ósea o desde sangre periférica a los tejidos, sin 
embargo solo algunas de ellas han sido asociadas a respuestas alérgicas. Entre ellas se 
destaca CCL5 o RANTES, una quimioquina que es expresada de forma constitutiva en 
pacientes con asma y constituye un potente quimioatractante de eosinófilos durante la 
inflamación alérgica de las vías respiratorias (Koya et al., 2006). Por otro lado, también 
se ha encontrado que CCL26 o eotaxina-3, principal quimioquina atrayente de 
eosinófilos a los tejidos, se expresa en cantidades significativamente elevadas en 
Figura 15. Análisis del infiltrado de eosinófilos en los pólipos juveniles  
Imágenes representativas de una tinción con H&E de PJ (n=50) (A) y TCP (n=20) 
(B). Se muestran en recuadros los eosinófilos  con un núcleo bilobulado y un 
citoplasma rosado. El recuento de los mismos se presenta en el gráfico (C). 
Prueba estadística t-Student no pareado para distribuciones no paramétricas. El 
gráfico muestra la media ± SEM y el número de mediciones realizadas(n).  
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esofagitis eosinofílica alérgica y su nivel de expresión se correlaciona con la hiper-
eosinofilia del tejido. Basándonos en estos datos, el primer paso fue evaluar la 
expresión de CCL5 y de CCL26 por PCR en tiempo real, y encontramos que la expresión 
relativa de transcriptos que codifican para CCL5 no presentó diferencias significativas 
entre PJ y TCP del mismo paciente; en cambio, la expresión de CCL26 fue 
significativamente mayor en los PJ comparado al hallado en TCP de cada paciente 
(Figura 16A). Posteriormente, y para confirmar este hallazgo, analizamos por 
microscopía confocal la producción y distribución de CCL26 en los tejidos. Como se 
puede observar en la Figura 16B, la expresión de esta quimioquina se encuentra 
incrementada en el epitelio de las criptas de los pólipos, y en determinadas zonas de la 
lámina propia de PJ. Por el contrario, el análisis del TCP no reveló niveles aumentados 
de CCL26. Contrariamente a lo observado en la microscopía confocal, la evaluación de 
CCL26 en el tejido epitelial proveniente de TCP o PJ no mostró diferencias significativas 
en la expresión de ARNm (Figura 16C). Estos resultados podrían estar reflejando una 
regulación a nivel transcripcional de CCL26. 
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Figura 16. Expresión de quimioquinas atrayentes de eosinófilos 
(A) PCR en tiempo real de las quimioquinas de eosinófilos CCL5 y 
CCL26 en TCP y PJ. (B) Imágenes representativas de una microscopía 
confocal de fluorescencia de CCL26 en tejido de PJ. Los núcleos se 
tiñeron con ioduro de propidio. La magnificación de la derecha 
muestra células epiteliales CCL26+. (C) PCR en tiempo real de CCL26 
en células epiteliales de TCP y PJ. Prueba estadística t-Student 
pareado no paramétrico. Los gráficos muestran el número de 
mediciones realizadas (n). 
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Dado que el número de eosinófilos se encuentra elevado en PJ y eotaxina-3 se 
produce localmente, estudiamos si estas células tienen en su superficie moléculas de 
IgE. En la Figura 17A se muestran células IgE+por microscopía confocal y encontramos 
que su frecuencia está incrementada en PJ, en comparación con TCP. En los recuadros 
de la derecha puede observarse una célula sensibilizada compatible con la morfología 
de los eosinófilos, y células epiteliales de la cripta con IgE en la superficie. El recuento 
de células IgE+ reveló un valor de 88.00 ± 15.95 vs 2.75 ± 0.85 células IgE+ por campo 
de 400x para los PJ y los TCPs respectivamente (Figura 17B). 
Figura 17. Análisis de células que expresan IgE 
(A) Imágenes representativas de una inmunofluorescencia por microscopía 
confocal de PJ y TCP. Los núcleos se tiñeron con ioduro 
de propidio (IP). Las magnificaciones en el panel inferior muestran una 
célula con morfología compatible con un eosinófilo y células del epitelio de 
la cripta. (B) Recuento de células IgE+ en TCP y PJ. Prueba estadística t-
Student no pareado paramétrico. Los gráficos muestran la media ± SEM y el 
número de mediciones realizadas (n). 
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Por lo tanto, estos resultados indicarían que los eosinófilos son atraídos por el 
estroma del pólipo, y aquí se sensibilizarían con IgE. En el TCP al no secretarse CCL26 
los eosinófilos no son atraídos y por lo tanto su recuento es significativamente menor.  
 
2.3. Estudio de citoquinas en los tejidos 
Con el objetivo de caracterizar más profundamente el infiltrado inflamatorio 
hallado analizamos la expresión y producción de diferentes citoquinas TH1 y TH2 por 
PCR en tiempo real y ELISA de captura. Como puede observarse en la Figura 18, el 
análisis de los transcriptos que codifican para IL-4 e IL-13 muestra que se encuentran 
significativamente incrementados en PJ en comparación con TCP del mismo paciente 
(panel A). La expresión de IL-5 muestra valores aumentados en PJ con respecto al TCP 
de cada paciente, aunque no alcanza significancia estadística; los niveles de los 
transcriptos correspondientes a IFN-γ no muestran diferencias entre PJ y TCP. Sin 
embargo, la relación IL-13/IFN-γ está incrementada en PJ en comparación a TCP, lo 
cual refleja una mayor expresión de citoquinas tipo 2 en los pólipos. En la Figura 18B se 
muestran las concentraciones de las citoquinas en los tejidos y aquí nuevamente 
observamos niveles elevados de IL-4 e IL-13, con una tendencia al incremento para IL-5 
y valores de IFN-γ similares entre PJ y TCP. Nuevamente, a nivel de proteínas 
observamos una relación IL-13/IFN-γ incrementada en el estroma de los pólipos con 
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Figura 18. Estudio de la expresión y producción citoquinas en los tejidos 
(A) Expresión relativa de ARNm de IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-γ mediante PCR en 
tiempo real. Análisis estadístico pareado por t-Student para distribuciones no 
paramétricas. (B) Expresión proteica de IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-γ evaluados por 
ELISA de captura. Análisis estadístico no pareado por t-Student para 
distribuciones no paramétricas. Los gráficos muestran el número de mediciones 
realizadas (n). 
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En conjunto, estos resultados muestran que los pólipos presentaron un 
microentorno tisular con predominio de citoquinas tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-13), que podría 
explicar el infiltrado de eosinófilos y la producción local de eotaxina-3. 
Para comprender más profundamente los mecanismos inmunopatogénicos 
subyacentes analizamos otras quimioquinas y citoquinas en PJ y TCP. El análisis de la 
expresión y producción de TSLP por qPCR e inmunofluorescencia, respectivamente, 
mostró que esta alarmina se expresa en cantidades mayores en los pólipos en 
comparación con TCP, como se muestra en la Figura 19A. Al analizar la expresión y 
localización de TSLP a nivel proteico, se encontró que esta alarmina se expresa 
mayoritariamente en el compartimento epitelial y en zonas con morfología 
compatibles con vasos sanguíneos, por lo cual se analizó la co-localización de TSLP y 
CD31 (marcador de células endoteliales). Como se muestra en la Figura 19B, en ciertas 
estructuras de los pólipos se observa co-localización de estos marcadores, mientras 
que en otras no. En TCP no se observó expresión de TSLP.  
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Figura 19. Evaluación de la expresión de TSLP en tejidos 
(A) Expresión relativa del ARNm de TSLP por PCR en tiempo real. Análisis 
estadístico pareado por t-Student. El gráfico muestra el número de 
mediciones realizadas (n). (B) Inmunofluorescencia por microscopía confocal 
de TSLP y CD31. Los nucleos fueron teñidos con ioduro de propidio (IP). La 
línea punteada roja denota los vasos sanguíneos.  
Resultados - Capítulo 1 
Karina Eva Canziani  107 
Por otro lado estudiamos la expresión de IL-33 y dos isoformas de su receptor 
ST2 (ST2s o receptor soluble y ST2L o anclado a membrana) por qPCR y microscopía 
confocal de fluorescencia. Se observó que la expresión génica de IL-33 fue 
significativamente mayor en los PJ en comparación al TCP (Figura 20A). La expresión 
de la versión soluble de ST2 se encontró significativamente aumentada en los PJ, pero 
no así la de ST2L, la cual solo la presentaron elevada 4 de 9 pacientes. Por otro lado, 
por inmunofluorescencia se observó una distribución de IL-33 en el tejido similar a la 
hallada para TSLP, con la distinción de que además de ser expresada por células 
endoteliales y epiteliales también se observa en células con morfología fusiforme, 
compatible con fibroblastos. Realizamos una co-tinción con vimentina y observamos 
que las células alargadas son fibroblastos que expresan IL-33 (Figura 20B). Este 
resultado coincidió con el obtenido en células epiteliales, las cuales mostraron mayor 
expresión del ARNm de IL-33 en PJ que en el TCP (Figura 20C). La expresión de ST2 fue 
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Figura 20. Evaluación de la expresión de IL33 y de su receptor ST2 
(A) Expresión relativa del ARNm de IL33, ST2 soluble (ST2s) y ST2 ligando (ST2L) 
en tejido circundante y en pólipo. Análisis estadístico pareado por t-Student. El 
gráfico refiere el número de mediciones realizadas (n). (B) Inmunofluorescencia 
por microscopía confocal. En el panel superior se muestra una imagen 
representativa de la distribución de IL33 y el marcador de células endoteliales y 
fibroblastos vimentina (VIM). El panel inferior muestra la expresión de ST2 
transmembrana y CD3 . Los núcleos fueron teñidos con ioduro de propidio (IP). 
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Por lo tanto observamos una mayor expresión de IL-33 y ST2 en pólipos en 
comparación con el TCP de cada paciente, característico de procesos inflamatorios tipo 
2. 
Yagami et al. demostraron que IL-13 e IL-4 inducen la producción de ST2s en 
células endoteliales de la microvasculatura pulmonar (Yagami et al., 2010). Dado que 
en otras patologías inflamatorias intestinales con producción de IL-13, como la colitis 
ulcerosa, reflejaron niveles incrementados de ST2s en el suero, aquí evaluamos la 
concentración del receptor soluble en el suero de los pacientes con PJ colónicos y 
proctorragia, en comparación con sueros de pacientes pediátricos normales (sin 
inflamación) como controles. En la Figura 21 se puede observar que los pacientes con 
PJ presentaron concentraciones significativamente elevadas de ST2s en suero, en 
comparación con los sueros control. Esto permite suponer que la inflamación intestinal 







Figura 21. Evaluación de la expresión de ST2 soluble en suero de pacientes. 
Se cuantificó por ELISA los niveles de ST2s en el suero de pacientes con PJ y de 
pacientes controles o sanos (C). Análisis estadístico no-pareado por t-Student para 
distribuciones no paramétricas. El gráfico muestra la media ± SD y el número de 
mediciones realizadas (n). La línea puntuada corresponde a la media de ST2 en 
suero de pacientes sanos más 2 desviaciones estándar. 
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Con los resultados obtenidos hasta aquí podemos concluir que la expresión de 
TSLP e IL-33 en el compartimento epitelial de los PJ podrían estar asociadas a la 
expresión de citoquinas tipo 2 observada en los tejidos. Este entorno inflamatorio TH2 
podría ser el responsable de inducir la producción de ST2 y de CCL26. Además, los 
niveles elevados de ST2s que se producen para compensar el incremento de IL-33 
constituyen un parámetro periférico que refleja la inflamación intestinal. Debido a 
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- Estudiar la presencia de centros germinales en los pólipos colorrectales y la 
producción local de IgE. 
 
1. Estudio de la presencia de centros germinales en pólipos juveniles 
Los análisis histológicos realizados en la primera parte de este trabajo revelaron 
la presencia de cúmulos de células mononucleares en los PJ. Los mismos se pueden 
observar en la Figura 22. Estas estructuras se caracterizan por la presencia de un gran 
número de células con reducido citoplasma, reunidas en estructuras circulares de 
tamaño variable (entre 400 a 600 μm de diámetro) morfológicamente compatibles con 
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Con el objetivo de caracterizar los acúmulos celulares observados, se realizó 
una inmunohistoquímica con diferentes marcadores moleculares que expresan los CG 
(Figura 23). Hallamos que en estos aglomerados celulares hay células CD20+, una 
proteína expresada únicamente por linfocitos B; Ki-67+, un marcador de proliferación 
celular activa, y AID+, la deaminasa de citidina involucrada en los mecanismos de 
recombinación que generan el cambio de isotipo de las cadena pesada y liviana de las 
inmunoglobulinas e interviene en la maduración de la afinidad. 
 
Figura 23. Inmunohistoquímica de folículos linfoides de cortes 
histológicos de pólipos. 
Inmunohistoquímica de secciones seriadas de pólipos juveniles incluidos 
en parafina con anticuerpos específicos contra CD20 (linfocitos B), Ki67 
(proliferación activa) y AID (deaminasa de citidina inducida por activación). 
Las elipses de línea discontinua muestran los límites del centro germinal.  
Figura 22. Análisis histológico de pólipos juveniles. 
Imágenes representativas de cortes de pólipos juveniles teñidos con H&E, 
mostrando cúmulos linfoides (línea discontinua roja).  
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En conjunto, estos resultados indican que los pólipos presentan centros 
germinales, con una activa proliferación de linfocitos B en donde se desarrollan 
mecanismos de hipermutación somática y/o CSR. Estos hallazgos indican que el tejido 
de los pólipos constituye un tejido linfoide en los que se produce la maduración de la 
respuesta inmune humoral. 
 
2. Análisis de la expresión de diferentes isotipos 
Con la finalidad de evaluar la producción de IgA, principal isotipo de un 
intestino en homeostasis, e IgE, isotipo predominante en las reacciones alérgicas, y su 
distribución en el tejido colónico, analizamos por inmunohistoquímica la presencia y 
distribución de ambas inmunoglobulinas. Los resultados de la microscopía se muestran 
en la Figura 24. En el panel superior mostramos la expresión de IgA, la cual se 
encuentra disminuida en los PJ, en comparación con el TCP. Esta situación se invierte 
en el caso del análisis de la IgE, la cual predomina en los pólipos y presenta una baja 
expresión en los TCPs. Asimismo, se observó presencia de células IgE+ en el interior de 
los centros germinales, pero no así de células IgA+; y tinción positiva para IgE en el 
compartimento epitelial (podría tratarse de IgE unida a CD23). 
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Con el objetivo de determinar la presencia de células plasmáticas (CD138+) 
productoras de IgE, se realizó una inmunofluorescencia por microscopía confocal 
(Figura 25). En los pólipos se observó una cantidad significativa de células 
plasmáticas IgE+ (40.5±6.71% células IgE+CD138+ con respecto al número de células 
plasmáticas totales), mientras que la mucosa circundante mostró células 
plasmáticas en su gran mayoría IgE negativas (2.05±0.50% células IgE+CD138+ con 
respecto al número de células plasmáticas totales). Estos resultados indicarían 
indirectamente que la IgE se produce en los pólipos, mientras que en el TCP 
predomina la IgA, característica de un tejido en homeostasis. Si la IgE que 
observamos en los pólipos fuera de otro origen y llegara por sangre, en el TCP 
habría células IgE+. 
Figura 24. Análisis de la expresión y distribución de IgA e IgE. 
Imágenes representativas de las inmunohistoquímica correspondientes a IgA e 
IgE en cortes histológicos de tejido colónico circundante y pólipos juveniles. La 
línea punteada roja denota los centros germinales.  
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Estos resultados, fueron luego corroborados mediante la cuantificación de IgE 
total en el lisado de ambos tejidos (PJ y TCP) mediante ELISA de captura. En la Figura 
26 se puede observar que los PJ presentan una cantidad significativamente mayor de 
IgE comparada a la de los TCPs (120.40 ± 35.41 vs 11.11 ± 3.23 UI/ml de IgE, 
respectivamente). Asimismo, en base a las historias clínicas de los pacientes y la 
presencia de IgE específica a PLV detectada en el plasma, se realizó la medida de IgE 
específica en el lisado de los tejidos. Para poder definir un valor de corte por encima 
del cual se pueda considerar positivo el valor hallado, tomamos como umbral la media 
de la población más dos desviaciones estándares. Observamos que 8 de los 24 pólipos 
evaluados presentaron IgE específica a PLV, y solo 1 de las 14 biopsias de TCP 






Figura 25. Análisis de células plasmáticas IgE+. 
Imágenes representativas de tinciones por inmunofluorescencia, obtenidas por 
microscopía confocal, de células IgE+ y CD138+ en cortes histológicos de tejido 
circundante y pólipos juveniles. Los núcleos se tiñeron con ioduro de propidio 
(IP).  
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Es interesante resaltar además, que los niveles de IgE presentes en los pólipos 
se correlacionan positivamente con los encontrados en el plasma de los pacientes 
(Figura 26C). Por lo tanto los mayores niveles de IgE en el interior de los pólipos, en 
comparación con el TCP, indicarían, nuevamente, que este isotipo se produce en este 
tejido, constituyendo así un tejido linfoide terciario, o bien, los LB se diferencian a 
células productoras de IgE en los ganglios mesentéricos drenantes y migran 
diferencialmente a la lámina propia de los PJ. Sin embargo, no podemos descartar un 
aporte de inmunoglobulinas que llegan por sangre, y que determinaría los niveles 
basales observados en el tejido adyacente. 
Figura 26. Evaluación de IgE total y específica en los tejidos. 
ELISA cuantitativo de IgE total (A) y específica a leche de vaca (B) TCP y PJ. Se 
realizó un análisis t-Student no pareado. El gráfico muestra la media ± SD y el 
número de mediciones realizadas (n) (C) Análisis de correlación entre los 
niveles de IgE en el pólipo y los encontrados en el plasma de los pacientes. 
Test de correlación de Pearson.  
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3. Estudio del cambio de isotipo en los pólipos juveniles 
La presencia de centros germinales activos y de células plasmáticas IgE+ en los 
PJ, además de la correlación entre los niveles de IgE en plasma y en el tejido, nos llevó 
a evaluar si los centros germinales caracterizados podrían ser la fuente de generación 
de IgE. Para ello se evaluó en primera instancia la expresión de AID en estas 
estructuras para confirmar que se trata de CG. Se aislaron CG de los pólipos mediante 
tinción de criocortes y posterior disección láser por microscopía; se purificó el ARN de 
las regiones aisladas y se evaluó la transcripción de AID por RT-PCR. Se utilizó el gen 
constitutivo HPRT1 como control de la cantidad de ARN. La Figura 27 muestra el 
resultado de las corridas electroforéticas en agarosa luego de la amplificación. En total 
se aislaron 6 cúmulos linfoides procedentes de 6 pólipos de distintos pacientes, de los 
cuales 3 mostraron una banda de 339 pb que corresponde al peso molecular del 
amplicón de AID. Como era esperable, el análisis de los transcriptos de AID en el pólipo 
entero mostró expresión de esta enzima en los 6 pólipos evaluados, y no hallamos 
resultados positivos en las respectivas biopsias de TCP. Luego de confirmada la 
presencia de AID en los cortes de los pólipos de los 3 pacientes, se continuó con el 
análisis de los CG. 
 
Figura 27. Expresión de AID en pólipos y tejido circundante.  
Electroforesis en gel de agarosa que muestra el resultado de amplificación 
del ARNm del gen constitutivo HPRT1 (142pb) y de AID (339pb) en material 
aislado de pólipos juveniles (PJ), centros germinales (CG) y tejido 
circundante (TCP) por microscopía de disección láser. Se analizaron 3 
muestras procedentes de 3 pacientes (PL-24, PL-25 y PL-26). PM: marcador 
de peso molecular de 100pb. 
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A partir de la confirmación que el ARN aislado proviene de CG, se procedió a 
estudiar el primer intermediario de ARN que induce el proceso de recombinación que 
da origen al cambio de isotipo, el GLT. Las enzimas presentes en el tejido en el cual se 
encuentran los CG, junto a otras señales que recibe el linfocito B (CD40), son las que 
inducen la expresión de AID y de GLT. Como se explicó anteriormente, el GLT se 
encarga de dirigir la enzima AID a una región de cambio S o de cambio específica y 
permite su unión a la cadena de ADN. Este transcripto induce la recombinación y 
posterior formación del ADN circular, que también es transcripto en forma transitoria 
(CT) (Figura 10). Por lo tanto, y como mencionamos anteriormente, el estudio de la 
inducción del proceso de CSR lo evaluamos en base al análisis de la presencia de los 
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Figura 10. Recombinación del cambio de clase directo y secuencial a IgE.  
Mecanismos involucrados en la CSR directa y secuencial en la producción de 
IgE. En rojo se muestran la región de unión de los cebadores utilizados para 
evidenciar la recombinación.  
C: Región constante, I: exón I del gen de línea germinal, S: región de 
recombinación. 
Imagen presentada en materiales y métodos. 
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En la Figura 28 se muestra el resultado de la amplificación por PCR 
correspondiente a cada GLT que inicia la recombinación para el cambio de cada isotipo 
de cadena pesada. En el panel superior mostramos el GLT para generar el cambio a 
cadena ε (GLTε), en los otros paneles mostramos el GLT para las recombinaciones a las 
cadenas γ. De los 3 centros germinales estudiados solo detectamos GLTε en el CG 
aislado de PL-24. Este transcripto transitorio no se detectó en los tejidos completos de 
PJ, ni en los TCP analizados. Resultados similares se observaron con GLTγ4, el cual 
solamente pudo ser detectado en PJ de PL-24 (banda muy tenue). Por el contrario, 
GLTγ1 y GLTγ3 fueron expresados tanto en tejido entero como en CG de los 3 pólipos. 
Los tejidos circundantes no mostraron expresión de GLT en ningún caso. Los resultados 
negativos podrían deberse a la no inducción de estos transcriptos, o a la desaparición 
de los mismos al momento del análisis (son transcriptos transitorios). 
Figura 28. Amplificación de transcriptos de la línea germinal. 
Resultado de la amplificación por PCR de transcriptos de la línea germinal 
específicos de un cambio de isotipo a ε (GLTε), γ1 (GLTγ1), γ3 (GLTγ3) y γ4 
(GLTγ4) en pólipos juveniles (PJ) y en centros germinales (CG) aislados por 
microscopía de disección láser de tres pacientes. El tejido circundante al 
pólipo (TCP) se utilizó como control. PM: marcador de peso molecular de 
100pb. 
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A continuación se evaluó la expresión de los transcriptos circulares CT, los 
cuales se transcriben a partir del ADN circular producido luego de la CSR. En la Figura 
29 se muestran las corridas electroforéticas de los distintos productos de PCR, y como 
puede observarse detectamos que 2 de los 3 centros germinales habían realizado una 
recombinación directa entre Cμ y Cε, evidenciada por el CT Iε-Cμ (PL-25 y PL-26). Este 
transcripto no fue detectado en el tejido entero ni en el TCP. Por otro lado, los CT 
correspondientes a cambios secuenciales de γ a ε solo pudieron ser revelados en el 
tejido completo del pólipo: Cγ1 a Cε (CT Iε-Cγ1) en PL-25, Cγ3 a Cε (CT Iε-Cγ3) en PL-24 
y Cγ4 a Cε (CT Iε-Cγ4) en PL-26. Cabe mencionar que el TCP no mostró expresión de 
ningún CT. Nuevamente que no se observe un transcripto CT puede deberse a que no 
se sintetizó, o lo hizo y se degradó al momento del aislamiento. 
 
Figura 29. Análisis de la expresión de transcriptos circulares 
Electroforesis en gel de una amplificación por PCR de transcriptos 
circulares específicos de un cambio de isotipo directo a ε (CTμ-ε) o 
indirecto vía γ1 (CTε-γ1), γ3 (CTε-γ3) o γ4 (CTε-γ4) en pólipos juveniles 
(PJ), centros germinales (CG) o tejido circundante de cada paciente (TCP) 
aislados por microscopía de disección láser. PM: marcador de peso 
molecular de 100pb. 
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Estos resultados en su conjunto indican que en los PJ se estaría induciendo la 
recombinación para un cambio de isotipo a la cadena ε mediante mecanismos directos 
(μ a ε) y secuenciales (μ a γ1/3/4 y luego a ε). 
A continuación, y con el objetivo de verificar si efectivamente los tejidos 
estudiados expresan inmunoglobulinas maduras, se decidió realizar una amplificación 
por PCR del ARNm correspondiente a cada isotipo de cadenas pesadas y livianas 
(Figura 30). Como puede observarse, los tejidos enteros y los centros germinales 
expresaron tanto IgE, como IgG3 o IgM maduras. Sin embargo, la expresión del resto 
de las inmunoglobulinas en los tejidos dependió de la muestra de cada paciente 
analizado: PL-24 expresó todas las inmunoglobulinas, mientras que PL-23 no expresó 
IgA1 e IgA2 y a diferencia del tejido de los otros dos pacientes PL-25 no expresó ARNm 
de IgG1 o IgG4. Si bien hubo diferencias entre las muestras, es importante destacar 
que todos los pólipos expresaron IgE madura, hecho que lo diferencia ampliamente 
con el TCP, el cual reveló los transcriptos codificantes para todas las inmunoglobulinas 
a excepción de IgE, confirmando lo ya observado por técnicas inmunohistoquímicas. 
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Figura 30. Expresión génica de los exones que codifican para los isotipos de 
cadena pesada de inmunoglobulinas. 
Resultado de la amplificación por PCR de los transcriptos maduros 
correspondientes a las cadenas pesadas de IgE, IgG1, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2 en 
pólipo juvenil (PJ) y en centros germinales (CG) de tres pacientes distintos (PL-23, 
24 y 25) aislados por microscopía de disección laser. El tejido circundante al pólipo 
(TCP) se utilizó como control. PM: marcador de peso molecular de 100pb. 
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Es importante destacar que observamos que un mismo CG es capaz de dar 
origen a distintas inmunoglobulinas, como es el caso del CG analizado del paciente PL-
24 que expresa los transcriptos que codifican para las cadenas µ, ε, γ1, γ3, y γ4.  
Dado que la expresión génica no siempre se correlaciona con la expresión 
proteica, y para confirmar que los transcriptos observados para la cadena ε se 
tradujeron en IgE, estudiamos por microscopía confocal de fluorescencia la presencia 
de IgE en los cortes correspondientes a los pólipos de los cuales se aisló el material 
para estudiar los centros germinales (Figura 31). Este análisis permitió confirmar que 
en los 3 pólipos analizados se evidenció la presencia de IgE, mientras que en los TCP 




A continuación se decidió evaluar la cadena liviana de las inmunoglobulinas. 
Es sabido que ciertos linfomas de células B y enfermedades autoinmunes presentan 
una expresión alterada de las cadenas livianas κ y λ, por lo que la relación entre ellas 
ha sido de utilidad en el diagnóstico (Chizuka et al., 2002; Low et al., 2007). 
Basándonos en estos datos, estudiamos la relación κ:λ en los pólipos y centros 





Figura 31. Expresión proteica de IgE en los pólipos evaluados  
Inmunofluorescencia por microscopía confocal de IgE (verde) en el tejido 
circundante y en los pólipos de los cuales se aislaron los centros germinales 
estudiados previamente (se muestra uno solo en forma representativa).  
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Tabla 7. Relación κ:λ por PCR en diferentes tejidos  
 PL-23 PL-24 PL-25 Promedio 
TCP 1.66 0.82 0.59 1.02 
CG 1.05 1.93 1.39 1.46 
PJ 2.05 3.70 1.87 2.54 
 
Los resultados se detallan en la Tabla 7. Aquellos valores de la relación κ:λ 
comprendidos entre 0.59 y 4 son considerados normales en células plasmáticas 
(Nakayama et al., 2012). En todos los tejidos aquí evaluados hallamos una relación κ:λ 
normal. Aunque cabe destacar que los PJ presentaron mayor expresión de 
inmunoglobulinas con cadenas livianas κ en comparación con el TCP. 
 
4. Estudio de las regiones variables de las inmunoglobulinas 
Se conoce que diferentes patologías presentan un sesgo en la expresión de 
determinadas familias de genes que codifican para la región variable de las 
inmunoglobulinas, como en el caso del asma y rinitis alérgica, enfermedades 
autoinmunes, etc. Se ha observado que en las enfermedades alérgicas existe un 
reordenamiento preferencial que selecciona genes de la familia VH5 (Coker et al., 
2005). Asimismo se ha visto en modelos animales que clones de linfocitos B reordenan 
en forma preferencial para ciertas familias de genes VH en la generación de 
inmunoglobulinas IgA específicas de componentes de la microbiota intestinal 
(Bergqvist et al., 2013). Teniendo en cuenta esto, a continuación decidimos estudiar las 
familias de genes de la región VH en los centros germinales mediante PCR. El estudio 
se realizó a partir de los ARN totales aislados, por lo cual no se diferenciaron VH por 
isotipo. El resultado de la electroforesis en gel de agarosa se muestra en la Figura 32. 
Los CG analizados mostraron la expresión preferencial de solo 3 familias de genes V: 
VH1/7, 3 y 5, mientras que el tejido entero también expresó VH4. Sin embargo, el TCP 
mostró una expresión normal de todas las familias VH indicando que los PJ durante la 
maduración de los linfocitos B presentan una selección de determinadas familias de 
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genes que codifican para las regiones variables, lo cual indica que en esta circunstancia 




Figura 32. Análisis de las regiones variables (VH) de la cadena pesada. 
Resultado de amplificación de las diferentes familias de regiones variables 
(VH) en pólipo juvenil (PJ) y en centros germinales (CG) aislados por 
microscopía de disección laser de tres pacientes distintos (PL-23, 24 y 25). 
El tejido circundante al pólipo (TCP) se utilizó como control. PM: marcador 
de peso molecular de 100pb. 
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En conjunto estos resultados indican que la IgE se produce localmente en la 
mucosa colónica de pacientes sensibilizados a alérgenos alimentarios a través de un 
cambio de clase directo y secuencial, con un sesgo hacia el uso de las familias de genes 
VH1/7, VH3 y VH5. El microambiente dominante TH2 en el estroma del pólipo que 
describimos anteriormente permite que el tejido sea apropiado para la promoción de 
la CSR del gen que codifica para la cadena ε. En concordancia, los pólipos presentan 
niveles significativamente más altos de anticuerpos IgE en comparación con el tejido 
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Linfocitos T, cultivos celulares y 
estudio de su especificidad 
 
Objetivos especficos 
Aislar y caracterizar linfocitos T de sangre periférica y de la mucosa intestinal de 
los pacientes con pólipos colorrectales. 
 
1. Cultivo de linfocitos T de sangre periférica y de pólipos juveniles 
A partir de los resultados en los que describimos un entorno dominado por 
citoquinas TH2 en el estroma de los pólipos, las evidencias de cambio de isotipo con la 
producción local de IgE, y niveles elevados de IgE total y específica de PLV, decidimos 
estudiar la presencia de linfocitos T específicos de proteínas de la leche de vaca  en los 
mismos. Primeramente, caracterizamos las poblaciones de linfocitos T presentes en la 
lámina propia de PJ, por citometría de flujo empleando los marcadores CD3, CD4 y CD8. 
En la Figura 33 se muestra la estrategia de selección para la identificación de 
poblaciones linfocitarias T. Encontramos en la lámina propia de los PJ una relación de 
2:1 en la proporción de linfocitos T CD3+CD4+:CD3+CD8+ (2.01±0.53%), con una baja 
frecuencia variable de células CD4-CD8- que van desde 3 a 20% y un porcentaje medio 
de 4% para los CD4+CD8+. En sangre periférica encontramos una relación 3:1 de 
linfocitos T CD3+CD4+:CD3+CD8+ (2.95±0.32%), y una frecuencia baja de células CD4-
CD8- y CD4+CD8+. 
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Una vez identificadas las poblaciones CD4+CD8- y CD8+CD4- de linfocitos T en 
el estroma de los PJ, se procedió a su aislamiento y establecimiento de líneas celulares. 
El mismo procedimiento se aplicó para obtener cultivos primarios de linfocitos T 
específicos de sangre periférica. Se obtuvieron suspensiones celulares a partir de 
células mononucleares de sangre periférica y de lámina propia de PJ, y se expandieron 
con PLV en presencia de suero humano AB+, IL-2 IL-7 e IL-15. Luego de 3 semanas de 
cultivo y alimentaciones periódicas con medio de cultivo suplementado, se analizaron 
los marcadores CD3, CD4 y CD8. Los resultados para 3 pacientes se muestran en la 
Tabla 8. El rendimiento en el establecimiento del cultivo celular de linfocitos T de 
Figura 33. Poblaciones de linfocitos T presentes en sangre periférica y en 
lámina propia del pólipo juvenil. 
Análisis representativo de células de sangre periférica y de lámina propia 
aisladas de pólipos juveniles, evaluadas por citometría de flujo. Se muestra la 
estrategia de selección de poblaciones para un caso representativo. 
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lámina propia fue mayor que en sangre periférica. Sin embargo, en ambos casos se 
observó un cambio en las proporciones de las sub-poblaciones de linfocitos T. La 
relación CD4:CD8 se modificó pasando a ser de 1:2 en la mayoría de los casos, a 
excepción de un cultivo donde la población CD8+ pasó a ser predominante. 
 
Tabla 8. Frecuencia de subpoblaciones celulares aisladas de sangre 
periférica y de lámina propia de pólipos colorrectales. 
Paciente Muestra 
CD3+ 




22.3 55.3 3.1 
LP 
77.3 




24.8 49.3 3.9 
LP 
52.1 




31.3 45.5 2.6 
LP 
69.2 
58.7 20.8 8.8 
 
SP: sangre periférica 
LP: lámina propia de pólipos  
Células CD3+ CD4+CD8-: linfocitos T CD4; células CD3+CD4-CD8+: linfocitos T CD8; células 
CD3+CD4+CD8+: linfocitos T doble positivos 
 
Estos resultados indican que los métodos de cultivos empleados, si bien 
modifican la proporción CD4:CD8, permiten la expansión de linfocitos T de lámina 
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2. Estudio de la especificidad de las líneas celulares T generadas a partir de 
sangre periférica y lámina propia  
Una vez establecidas las líneas celulares, se realizaron ensayos de proliferación 
con CFSE por citometría de flujo con el objetivo de estudiar la especificidad de los 
linfocitos T. El ensayo se realizó en presencia de células B autólogas de cada paciente 
(CPA), inmortalizadas con el virus de Epstein-Bar (Figura 34A). 
En la Figura 34 B y C se pueden observar los resultados obtenidos de 13 líneas 
celulares T obtenidas de sangre periférica (LCTSP) y de 7 líneas celulares T 
provenientes de lámina propia de los pólipos juveniles (LCTLP). Podemos observar que 
tanto en SP como en LP de estos pacientes se encuentran linfocitos T específicos de 
PLV, y obviamente no podemos concluir si se trata de células del mismo clon que se 
generan en intestino, y luego migran a otro tejido por sangre. A partir del cultivo de 
estas líneas celulares cuantificamos citoquinas en el sobrenadante de cultivo. 
Encontramos que IL-13 está elevada y que IFN-γ no se modifica al estimular las células 
con el Ag. Sólo observamos una sola línea celular de sangre periférica que secretó IFN-
γ post-estímulo con PLV, en comparación con células cultivadas solo con medio de 
cultivo. Empleamos además como control de proliferación PHA y observamos que 
indujo la secreción de IL-13; solo 2 LCTSP y 2 LCTLP produjeron IFN-γ. Estos resultados 
indicarían la presencia de más de un clon en las líneas celulares producidas. Asimismo 
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Figura 34. Ensayos de proliferación de linfocitos T y cuantificación de 
citoquinas en el sobrenadante de cultivo. 
(A) Estrategia de selección de poblaciones de linfocitos. (B) Ensayos de 
proliferación con CFSE mediante citometría de flujo de líneas celulares de 
linfocitos T de sangre periférica (LCTSP) y lámina propia de pólipos 
juveniles (LCTLP). Las células se incubaron con medio de cultivo (control 
negativo), fitohematoglutinina (PHA) (control positivo) y proteínas de 
leche de vaca (PLV). Se utilizó CD3 como marcador de linfocitos T (C) 
Cuantificación por ELISA de IL-13 e IFN-γ en los sobrenadantes de cultivo 
de los ensayos de proliferación. 
Se realizó un análisis t-Student pareado con respecto al medio. Los valores 
de p se muestran en el gráfico 
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Estos resultados en conjunto indican que los pacientes con PJ presentan 
linfocitos T, tanto en sangre periférica como en la lámina propia, que responden a PLV 
proliferando y secretando en su mayoría IL-13. Por lo tanto, se trataría de linfocitos TH2 
específicos de PLV que probablemente se inducieron o generaron en la mucosa 
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En el presente trabajo de Tesis estudiamos la respuesta inflamatoria desarrollada 
en PJ colorrectales de pacientes pediátricos con sangrado rectal y su asociación con la 
ALV. Como hemos mencionado anteriormente, la literatura publicada acerca del 
desarrollo de PJ, y de los efectos de la alergia alimentaria en el intestino grueso 
humano, es muy limitada. Si bien existen trabajos previos que han documentado la 
presencia de eosinófilos en el estroma de los PJ, y han sugerido una asociación con la 
alergia alimentaria (Alexander et al., 1970; Roma-Giannikou et al., 2008), muestran 
ciertas limitaciones. El estudio retrospectivo de Alexander et al. mostró una 
correlación estadística entre PJ y las historias clínicas, personal o familiar, de alergia de 
los pacientes. Este trabajo, con un bajo número de pacientes (n=15), no incluyó un 
análisis histológico de los tejidos. Por otro lado, el trabajo de Roma-Giannikou et al. 
analizó la histología de 128 PJ, y tejidos colónicos circundantes, independientemente 
de la condición atópica de los pacientes y reveló, a diferencia de nuestros resultados, 
que ambos tejidos presentaban un infiltrado celular dominado por eosinófilos. Estos 
trabajos son los únicos en los que la literatura refleja una correlación entre atopía, 
eosinófilos y la presencia de pólipos colónicos en pacientes pediátricos. La ventaja del 
presente estudio es que hemos analizado las condiciones atópicas. En nuestro trabajo 
empleamos diferentes técnicas para describir una asociación entre la condición atópica 
de los pacientes, la presencia de pólipos colorrectales en 100 pacientes y diferentes 
parámetros inmunológicos. Para esto, en primera instancia nos centramos en la 
evaluación clínica de los pacientes. Por medio de pruebas cutáneas, anamnesis y 
determinaciones serológicas, pudimos determinar que los pacientes con PJ 
colorrectales y HNL presentan niveles elevados de IgE total y específica a PLV en 
plasma y antecedentes personales y/o familiares de alergia. Sin embargo, encontramos 
que la prueba cutánea fue negativa en la mayoría de los pacientes, reflejando que no 
hay sensibilización de los mastocitos cutáneos. Cabe destacar que al evaluar aquellos 
pacientes que solo presentaron HNL en el colon, sin pólipos, encontramos que los 
niveles de IgE total y específica eran significativamente menores, lo cual ya ha sido 
reportado en trabajos previos (Iacono et al., 2007). La alergia alimentaria en estos 
pacientes no fue confirmada por desafío oral ya que en nuestro país no se utiliza como 
herramienta de diagnóstico. Por lo tanto el diagnóstico es básicamente clínico y se 
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confirma que es mediado por IgE a través de las pruebas cutáneas y la serología para 
IgE. Dado que la evaluación clínica determinó que los pacientes únicamente con 
sangrado rectal y HNL no presentaron signos clínicos de atopía, es posible afirmar que 
la sensibilización a alérgenos alimentarios encontrada en los pacientes con PJ está 
asociada con la presencia de los pólipos en el colon. No podemos confirmar con estos 
estudios una relación causal entre la alergia alimentaria y la formación de los pólipos.  
Caracterizamos el infiltrado celular presente en los pólipos y detectamos un 
estroma claramente inflamatorio, dominado por eosinófilos, fibrosis y citoquinas TH2. 
Todos estos hallazgos confirman en su conjunto que se trata de una inflamación tipo 2 
exclusivamente en el interior de los pólipos. Este tipo de entorno inflamatorio sería el 
responsable de generar las condiciones para que se induzcan los mecanismos que 
llevan a la síntesis de IgE local. Por fuera de estos pólipos no observamos presencia de 
eosinófilos, ni fibrosis ni síntesis de IgE. Asimismo, aislamos y expandimos linfocitos 
TH2 específicos de PLV secretores de IL-13.  
Se ha descripto que en el TGI humano el número de eosinófilos se incrementa a 
medida que nos acercamos al colon. Cuando su frecuencia supera un determinado 
valor umbral, se define el tejido como hiper-eosinofílico. En situaciones patológicas en 
las que diferentes secciones del TGI contienen un elevado número de eosinófilos, se ha 
observado un remodelamiento tisular mediado por la activación de los fibroblastos 
(Loktionov, 2019; Travers y Rothenberg, 2015). Es interesante destacar que si bien en 
nuestro trabajo observamos este tipo de proceso inflamatorio en el interior del pólipo, 
el TCP solo muestra cúmulos linfoides aislados, con un número normal y reducido de 
eosinófilos, ambos propios de este tipo de tejido en homeostasis. Por lo tanto, en 
estos pacientes se trataría de un trastorno eosinofílico, IgE-mediado, circunscripto 
exclusivamente al tejido del pólipo. De la misma forma, el análisis de citoquinas del 
estroma de los pólipos reveló un patrón TH2 definido, con niveles elevados de IL-4 e IL-
13, y una relación IL-13/IFN-γ significativamente mayor al TCP. Desconocemos con 
estos resultados si existe una relación causal entre la atopía y la presencia del pólipo, o 
se trata únicamente de una asociación. El hecho que un número ínfimo de pacientes 
no hayan respetado la dieta de restricción, y se haya observado recurrencia en la 
poliposis, sugeriría que el proceso inflamatorio inducido por la exposición a un 
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alimento alergénico podría ser determinante en la inducción de los pólipos. En forma 
similar, otros grupos han descripto que los pólipos nasales muestran una asociación 
con la exposición a aeroalérgenos. Pólipos nasales de pacientes con rinosinusitis 
crónica muestran un infiltrado celular con una elevada frecuencia de eosinófilos o de 
neutrófilos, dependiendo del origen de los pacientes (Van Zele et al., 2006; Zhang et al., 
2008). Pacientes que viven en países occidentales muestran pólipos nasales ricos en 
eosinófilos y con un perfil tisular tipo 2 (Bachert et al., 1997), mientras que en los 
pólipos de los pacientes que viven en Asia, predominan los neutrófilos con un entorno 
mixto TH1/TH17 (Nagarkar et al., 2013; Zhao et al., 2013). Los resultados aquí hallados 
sugieren que los pólipos colorrectales en nuestra población se parecen a los pólipos 
nasales presentes en pacientes provenientes de países occidentales. 
La etiología y patogénesis de los pólipos nasales sigue siendo motivo de 
controversia, no obstante, recientes estudios han propuesto que los aeroalérgenos y/o 
un aumento de toxinas determinado por un desbalance de la microbiota nasal podrían 
dañar la barrera epitelial e inducir la secreción de TSLP, IL-33 e IL-25 por parte de las 
células epiteliales que recubren la mucosa nasal. Estas citoquinas o alarminas 
inducirían una respuesta TH2 por su acción sobre las ILC2 (Heffler et al., 2018). Dado el 
posible paralelismo con los pólipos nasales, decidimos estudiar la producción de 
citoquinas en las células epiteliales de los pólipos colorectales, y encontramos que 
tanto IL-33, como TSLP se encuentran incrementadas en el compartimento epitelial, a 
diferencia del TCP. Estos hallazgos nos llevan a postular que los alérgenos alimentarios, 
y probablemente la microbiota local, inducen la producción y secreción de estas 
alarminas por parte de los colonocitos, y éstas inducen un entorno inflamatorio tipo 2 
exclusivamente dentro del pólipo. Los colonocitos de los PJ también mostraron una 
elevada expresión de eotaxina-3/CCL-26, la cual, junto con IL-5, podrían ser las 
responsables de la quimiotaxis de eosinófilos, y el marcado infiltrado eosinofílico 
hallado. Incluso, se ha demostrado que la expresión de eotaxina-3 en células 
intestinales humanas HT-29 (modelo de epiteliales colorrectales) aumenta cuando 
estas células son incubadas con IL-4 e IL-13 (Blanchard et al., 2005). En nuestro trabajo 
encontramos que estas citoquinas están en cantidades significativamente elevadas en 
el estroma del pólipo. De hecho, es conocido que IL-4 puede inducir la expresión de 
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CD23/FcεRII, el receptor de baja afinidad de IgE, tanto en células epiteliales 
intestinales de pacientes alérgicos como sanos, lo que explicaría la presencia de IgE 
que encontramos en el epitelio de los PJ. Se conoce que el complejo CD23/IgE es capaz 
de traslocar Ags desde la membrana hacia los endosomas en una vía que evita la 
degradación lisosomal, permitiendo que las proteínas se mantengan nativas, y 
resultando en una activación de los mastocitos (Yu, 2009). Por otro lado es sabido que 
IL-4 e IL-13 son determinantes para inducir el cambio de isotipo a IgE (Toellner, 2014), 
y en nuestro trabajo encontramos síntesis local de IgE con niveles elevados de ambas 
citoquinas. 
Trabajos previos han demostrado la presencia de IgE específica en las heces de 
pacientes alérgicos y células IgE+ en el TGI humano (Berin et al., 2011; Hoh y Boyd, 
2018; Schwab et al., 2001). No obstante, los mecanismos responsables de la 
generación de IgE y la ubicación microanatómica de estos eventos son en gran medida 
desconocidos en humanos. En el presente trabajo investigamos la producción local de 
IgE en la mucosa colónica de pacientes con sangrado rectal, y sensibilizados a 
alérgenos alimentarios, y como se ha mencionado revelamos la presencia de centros 
germinales activos con células que expresan CD20, AID y Ki67, y altos niveles de 
anticuerpos IgE. Además, detectamos células IgE+ y células plasmáticas CD138+IgE+, 
las cuales no observamos en el tejido sano adyacente. Cabe señalar que otros trabajos 
han hallado células IgE+ en la mucosa gastrointestinal, pero sin caracterizar el tipo 
celular (Brown et al., 1975; Tada e Ishizaka, 1970). 
La marcada diferencia observada entre los pólipos y el TCP permite descartar que 
la IgE presente en los pólipos provenga de la circulación sanguínea, sugiriendo que se 
produce localmente. Nuestro hallazgo del transcripto circular Iε-Cμ en los centros 
germinales aislados y de los transcriptos Iε-Cγ1/3/4 en el pólipo, correspondientes a un 
cambio directo y secuencial respectivamente, arroja evidencias de la generación de la 
cadena ε en los mismos por dos mecanismos diferentes. La diferencia en la expresión 
de estos transcriptos puede ser adjudicada a una degradación del ARN en los centros 
germinales individuales analizados, o a que el cambio de isotipo secuencial se lleve a 
cabo fuera de los CGs como ya ha sido sugerido en trabajos previos (Gould y Ramadani, 
2015; Roco et al., 2019; Takemori et al., 2014). De forma similar a nuestro trabajo, 
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Coëffier et al. encontraron una alta expresión de IL-4 y GLTε en biopsias intestinales de 
pacientes con alergia alimentaria (Coëffier et al., 2005), no obstante, en este trabajo 
no se analizaron los transcriptos circulares lo cual permite confirmar la CSR. Nuestros 
resultados son compatibles con los descriptos en la mucosa intestinal de ratones  
(Curotto de Lafaille et al., 2001) y en pólipos nasales de pacientes con rinitis alérgica 
(Gevaert et al., 2013), en donde se ha observado tanto la CSR a la cadena ε de forma 
directa como secuencial. 
Dado que también hemos detectado la transcripción de los exones que codifican 
para la cadena ε, podemos asegurar que la IgE se sintetiza en el interior de los pólipos, 
donde además hemos revelado que la misma se encuentra en la superficie de 
linfocitos B, células plasmáticas, eosinófilos y células en los centros germinales. Esta es 
la primera vez que se describe la síntesis de IgE y la producción de células productoras 
de IgE en intestino humano. Nuestros resultados nos permiten caracterizar a los 
pólipos como órganos linfoides terciarios, en los que se sintetizan distintos isotipos de 
inmunoglobulinas, entre ellos la IgE. Esto descarta que las células que se activan en los 
sitios inductivos del colon deban migrar a los MLN para que se produzca la síntesis de 
inmunoglobulinas. El tejido colónico presenta por lo tanto todos los elementos 
necesarios para que se produzca localmente la síntesis de IgE, inclusive con las 
citoquinas necesarias para inducir el cambio de isotipo. Lo que no podemos confirmar 
con nuestros estudios es la especificidad de la IgE, ni la afinidad. Se requiere 
secuenciar las porciones variables de los transcriptos aislados que codifican para las 
cadenas pesada y liviana de las inmunoglobulinas  para poder obtener información 
sobre las mutaciones presentes y de esta manera estimar si se trata de 
inmunoglobulinas de alta o baja afinidad. Es de esperar que los mecanismos de cambio 
de isotipo directo generen moléculas de baja afinidad, mientras que los secuenciales 
den origen a moléculas de IgE de alta afinidad.  
En este estudio también encontramos una correlación entre los niveles de IgE 
total sérica y tisular, lo que indica que la sensibilización del paciente podría estar 
reflejada principalmente en los pólipos, y no así en la mucosa adyacente la cual mostró 
niveles de IgE significativamente menores. Sin embargo, no podemos proporcionar 
evidencia para demostrar que la producción local de IgE estaría contribuyendo a la 
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condición atópica de los pacientes, o a la sensibilización a alérgenos alimentarios. A 
pesar de que los pacientes mostraron niveles elevados de IgE específica en suero, la 
prueba cutánea resultó negativa en la mayoría de ellos. Esto refleja que la producción 
de IgE colónica ejerce un bajo impacto sistémico y que la reactividad de los mastocitos 
y/o eosinófilos mediada por IgE se localiza principalmente en la mucosa intestinal. Sin 
embargo, dada la evidencia que las células migran entre las mucosas, en particular 
entre los pulmones y el intestino (Tulic et al., 2016; Wosen et al., 2018), y a que un 
elevado porcentaje de pacientes presentaron antecedentes de asma y rinitis alérgica, 
no podemos descartar que la respuesta inflamatoria alérgica desarrollada en los 
pólipos esté contribuyendo con células que migran al tejido pulmonar y luego dan 
origen a la sintomatología observada en las vías respiratorias, o viceversa, cuando 
estas células se exponen a los alérgenos. 
También estudiamos la clonalidad de las inmunoglobulinas mediante el análisis 
de las regiones variables presentes en los transcriptos aislados en los centros 
germinales. Nuestros resultados mostraron un uso restringido de los genes VH1/7, VH3 
y VH5, tanto en centros germinales, como en los tejidos totales de los pólipos. Esto 
indica una oligoclonalidad en la generación de células B. Por el contrario, el tejido 
colónico circundante analizado mostró la expresión de todas las familias de genes VH. 
Diferentes estudios han descripto el uso restringido de la familia de los genes VH en 
pacientes alérgicos. En particular, la familia VH5 se ha encontrado sobrerrepresentada 
en estos pacientes (Gould y Wu, 2018; Snow et al., 1995; Wu et al., 2014). ). Sin 
embargo, a excepción de las familias VH2 y VH7, cada familia VH se halló 
predominante en al menos un trabajo de alergia (Davies y O’Hehir, 2008). En modelos 
animales, se ha encontrado una oligoclonalidad similar al analizar la IgA específica 
producida después de una inmunización oral. Esto sugiere que los linfocitos B 
intestinales se activan y experimentan una maduración de afinidad de forma 
sincronizada en los sitios inductivos. Se ha propuesto que un número limitado de 
clones de células B de alta afinidad se seleccionan y migran de uno a múltiples centros 
germinales o sitios inductivos tras las sucesivas inmunizaciones (Bergqvist et al., 2013). 
Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales para determinar si también 
existe un sesgo en el uso de VH para los isotipos individuales y los genes VL en los PJ. 
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Finalmente, dado que los trastornos gastrointestinales causados por alergias 
alimentarias involucran células T que son activadas por Ags alimentarios, en el 
presente estudio desarrollamos un método para cultivar linfocitos T provenientes de la 
lámina propia de PJ colorrectales. Con este método, se obtuvieron un número 
suficiente de células que nos permitieron estudiar directamente los linfocitos T 
involucrados en la respuesta alérgica en el sitio de la inflamación. Los LT provenientes 
de la lámina propia de los pólipos mostraron un aumento en la proliferación en 
presencia de PLV con secreción de IL-13. Resultados similares fueron encontrados en 
linfocitos T provenientes de biopsias de duodeno de pacientes con gastroenteritis 
eosinófílica alérgica (Beyer et al., 2002). Nuestros resultados indican la presencia de 
linfocitos TH2 en la lámina propia del pólipo, los cuales podrían ser los responsables de 
los niveles de IL-13 observados en el tejido. No podemos descartar la presencia de ILC2, 
fuente importante de IL-13. Dado que los LT provenientes de sangre periférica 
presentan también una respuesta frente a las PLV, estudios de tráfico celular son 
necesarios para determinar si los LT específicos se están generando en el estroma de 
los pólipos o migran desde un sitio inductivo ubicado en otro tejido a través de la 
circulación sanguínea. 
En resumen, en este trabajo de Tesis determinamos una asociación entre la 
presencia de PJ colorrectales y el estado atópico de los pacientes. Describimos un 
microambiente dominante TH2 dentro de los pólipos con altos niveles de IL-4, IL-5 e IL-
13, que podrían ser responsables de la inducción de quimiotaxis de eosinófilos y la 
producción de IgE. También demostramos por primera vez la producción de IgE, a 
través de un cambio de isotipo directo y secuencial en la mucosa colónica de los 
pacientes sensibilizados a alérgenos alimentarios, y determinamos que las 
inmunoglobulinas presentan un sesgo hacia el uso las familias de regiones variables 
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Figura 35. Respuesta inflamatoria desarrollada en los pólipos 
juveniles. 
La ilustración representa el conjunto de resultados obtenidos en el 
presente trabajo de tesis. Las línes color rojas representan los 
mecanismos supuestos que aún no han sido comprobados. 
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Nuestro estudio proporciona por lo tanto información que permite una 
comprensión más profunda de la patología y de los mecanismos de síntesis de IgE en la 
mucosa humana, lo que puede conducir al desarrollo de nuevas inmunoterapias. Los 
anticuerpos monoclonales anti-IgE se han utilizado con éxito para varias enfermedades 
alérgicas al bloquear la unión de la IgE libre a las células. Aunque esta terapia no 
controla la producción de IgE, se han demostrado los beneficios clínicos para los 
pacientes que padecen enfermedades alérgicas mediadas por esta inmunoglobulina 
(Stokes, 2017). Además, es conocido que el tratamiento con Omalizumab (anticuerpo 
monoclonal humano anti-IgE) de pacientes con asma y pólipos nasales ha logrado 
controlarlos síntomas nasales y bronquiales (Gevaert et al., 2013). Dado que existe una 
creciente sospecha sobre el riesgo de desarrollo de tumores a partir de los PJ (Ibrahimi 
et al., 2019) y que un porcentaje significativo de pacientes tienen recurrencia (Fox et 
al., 2010), se deben considerar nuevas estrategias para controlar el desarrollo de PJ, 
además de la polipectomía que se emplea actualmente. El control del proceso 
inflamatorio mucosal y de la síntesis de la IgE, no solo permitiría modular el proceso 
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A partir de los resultados presentados en el presente trabajo de Tesis se 
desprenden las siguientes conclusiones: 
  Los pacientes con proctorragia en los que se detectaron y removieron PJ 
presentaron antecedentes personales o familiares de alergia y sensibilización a 
proteínas de la leche de vaca, maní o soja.  
 Los pacientes con proctorragia en los que no se detectaron pólipos juveniles, 
tenían hiperplasia nodular linfoide (que pudo generar el sangrado intestinal) en 
alguna porción del intestino grueso. Un reducido porcentaje de ellos tuvo 
antecedentes de alergia, y niveles de IgE total y específica en plasma reducidos.  
 Los pólipos juveniles mostraron un marcado infiltrado celular, compuesto 
por células mononucleares, neutrófilos, mastocitos y eosinófilos sensibilizados con 
IgE, a diferencia de la mucosa circundante que mostró una histología normal. La 
histología de los pólipos mostró además una criptitis con estructuras alteradas. 
 El estroma de los pólipos mostró una intensa fibrosis con abundante 
depósito de colágeno y elevada frecuencia de fibroblastos. 
  Las células epiteliales aisladas de los pólipos expresaron cantidades 
significativamente mayores de CCL26 (eotaxina-3), en comparación con la mucosa 
circundante, que podría explicar los elevados recuentos de eosinófilos detectados en 
el interior de los pólipos. 
 El estroma de los pólipos presentó un predominio de citoquinas TH2, con 
niveles elevados de IL-4 e IL-13 y una relación IL-13/IFN-γ significativamente mayor a 
la presentada por la mucosa circundante. Los niveles de IFN-γ no mostraron 
diferencias significativas al comparar las concentraciones halladas en el interior de los 
pólipos y en el tejido circundante. 
 Se hallaron niveles significativamente elevados de IL-33 y TSLP en los 
pólipos, en comparación con el tejido colónico circundante, con expresión 
principalmente en células epiteliales y endoteliales del pólipo, no así por la mucosa 
circundante.  
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 Encontramos que el receptor de IL-33, ST2, se expresa en ambos tejidos y la 
versión soluble del mismo se encuentra elevada en el plasma de los pacientes con 
pólipos juveniles. Hallamos expresión de ST2 en linfocitos T principalmente del 
estroma de los pólipos. 
 El tejido de los pólipos mostró niveles elevados de IgE total y específica a 
leche, en comparación con niveles bajos en el tejido circundante al pólipo, lo cual 
correlaciona con los niveles de IgE sérica total de los pacientes.  
 Los pólipos juveniles presentan numerosos centros germinales activos 
caracterizados por la expresión de CD20, Ki67 y AID, y un número significativo de 
células plasmáticas IgE+, por lo cual podría considerarse a este tejido como un órgano 
linfoide terciario donde se induce la respuesta humoral. 
 Se encontró en los centros germinales de los pólipos juveniles ARN 
correspondiente a los transcriptos de línea germinal inducidos para iniciar un cambio 
de isotipo por acción de la AID, y consiguiente recombinación de μ a ε, γ1, γ3 o γ4 
(εGLT, γ1GLT, γ3GLT y γ4GLT). Asimismo, los transcriptos circulares transitorios, 
marcadores de una recombinación del cambio directo de μ a ε (Iε-Cμ CT) fueron 
también detectados en el material aislado de CGs individuales. Por otro lado, el 
cambio de isotipo secuencial de γ1, γ3 o γ4 a ε solo se encontró en el material aislado 
a partir de los pólipos enteros (CT Iε-Cγ1, CT Iε-Cγ3 e CT Iε-Cγ4). 
 La detección de transcriptos codificantes para la cadena ε en los distintos 
centros germinales analizados confirmó que la recombinación para cambio de clase 
se produjo en estos centros germinales. Este hallazgo confirma la síntesis local de IgE 
y la sensibilización de los eosinófilos. En el tejido circundante se detectaron 
transcriptos que codifican para los demás isotipos, excepto para ε. 
  En centros germinales individuales se detectó recombinación para varios 
isotipos de cadena pesada de inmunoglobulinas. 
  El análisis de los transcriptos para familias de genes VH reveló que en los 
diferentes centros germinales donde se sintetiza IgE se emplean en forma 
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preferencial genes de las familias VH1/7, VH3 y VH5 para generar la porción variable 
de estas proteínas. 
  Los pólipos juveniles presentaron linfocitos T en el estroma capaces de 
reconocer Ags de proteínas de leche de vaca y de proliferar frente a estos. Estos 
linfocitos T específicos secretaron IL-13 al expandirlos en forma Ag-específico. Esto 
indica que en los pólipos se expanden linfocitos TH2 específicos de los alérgenos 
alimentarios. 
 Los resultados negativos de las pruebas cutáneas en un elevado porcentaje 
de pacientes con pólipos podría deberse a que los mastocitos cutáneos no se 
sensibilizaron y solo hay sensibilización de las células que se encuentran en la mucosa 
donde se produce la IgE.  
 
En conclusión, en el presente trabajo de Tesis encontramos que la respuesta 
alérgica desarrollada en el estroma de los pólipos juveniles refleja la condición atópica 
de los pacientes, y está dominada por un entorno tisular inflamatorio tipo 2, 
responsable de la inducción de la síntesis local de IgE y de linfocitos TH2 específicos. El 
tejido que rodea a los pólipos muestra un estroma similar al de un colon en 
homeostasis lo cual confirma que el estroma del pólipo es un tejido linfoide terciario. 
Finalmente, estos resultados nos permiten concluir que los linfocitos B no 
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